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 1. Einleitung 
1.1. Cytoskelett 
 
Die eukaryotische Zelle ist eine komplexe eigenständige Einheit mit einer hoch 
entwickelten inneren Struktur, dem Cytoskelett, welches es der Zelle ermöglicht, die 
vielseitigen Anforderungen, die an sie gestellt werden, zu bewältigen. Einige Aufgaben des 
Cytoskeletts sind die Fortbewegung, die Erhaltung der Zellform und der intrazelluläre 
Transport. Das Cytoskelett besteht hauptsächlich aus drei Filament-Systemen: Actin- bzw. 
Mikrofilamente, Intermediärfilamente (IF) und Mikrotubuli (MT). Die Abbildung 1 zeigt ein 
Modell, in dem die oben genannten Filamentsysteme entsprechend ihres Vorkommens in der 
Zelle dargestellt werden. Eine wichtige Eigenschaft aller drei cytoskelettären Filament-
systeme ist die Fähigkeit hochdynamische Strukturen zu bilden, die sich aus kleinen 
Untereinheiten zusammensetzen. Diese Eigenschaft erlaubt es allen drei Filamentsystemen, 
sich rasch auf die stets wechselnden äußeren Bedingungen einzustellen. 
 
 
Abbildung 1. Das Cytoskelett in Eukaryotenzellen. 
Die Abbildung zeigt, wie die drei cytoskelettalen Filamentsysteme der eukaryotischen Zelle typischerweise 
verteilt sind. Des Weiteren ist die Assoziation von Mitochondrien, dem Endoplasmatischen Reticulum, sowie 
membranösen Vesikel mit Mikrotubuli dargestellt (Audesirk et al., Biology, Prentice Hall, 1999). 
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 Intermediärfilamente 
 
Intermediärfilamente (IF) wurden in den späten 1960er Jahren von Holtzer und 
Kollegen bei Untersuchungen des Skelettmuskels entdeckt (Ishikawa et al., 1968). IF kommen 
in allen höheren Metazoen sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma vor (Erber et al., 1998). 
Sie verleihen der Zelle Stabilität und Widerstand gegen Scherkräfte. Dieses Filamentsystem 
ist sehr variabel und variiert je nach Zelltyp in der Komposition seiner Untereinheiten. Die 
cytoplasmatischen IF sind mit den Kernlaminen sehr eng verwandt. IF wurden in fünf Typen 
oder Sequenz-Homologie-Klassen (sequence homology classes, SHC) auf Basis der 
Aminosäuresequenz  eingeteilt (Fuchs et al., 1994). Die sauren Keratine werden als Typ 1, die 
basischen Keratine als Typ 2 zusammengefasst. Vimentin, Desmin und saures Glialfaser-
protein (glial fibrillary acidic protein, GFAP) bilden den Typ 3, die Neurofilamente den Typ 4 
und die Kernlamine den Typ 5. Rein funktionell können IF nach Art ihrer Assemblierung in 
drei Gruppen eingeteilt werden: Keratine, vimentinartige IF und Lamine. Diese drei Gruppen 
assemblieren in derselben Zelle nicht zu gemischten Filamenten, sondern bilden vielmehr 
voneinander getrennte Strukturen aus (Houseweart et al., 1998). 
Der prinzipielle strukturelle Aufbau der IF ist im Allgemeinen gleich. Die globulären N- und 
C-terminalen Enden sind durch eine zentrale α-helicale Domäne verbunden. Variationen der 
Aminosäuresequenz treten hauptsächlich in den globulären Domänen auf, während der α-
helicale Teil bei allen Isoformen ähnlich ist. In der α-helicalen Rod-Domäne sind die 
Aminosäuren in Wiederholungen von Blöcken aus sieben Aminosäuren organisiert (Seyun et 
al., 2007, Herrmann et al., 2009). Keratine, vimentinartige IF und Lamine unterscheiden sich 
auch in der Art der Filamentassemblierung. Da der Filamtentbildungsmechanismus von 
Vimentin und Desmin am besten verstanden ist, soll er an dieser Stelle als Beispiel für die 
Assemblierung eines IFs dienen. Die Assemblierung der Vimentin Filamente gliedert sich in 3 
Phasen (Herrmann et al. ,2009). Noch vor Beginn der Phase 1 lagern sich parallel orientierte 
Homodimere versetzt aneinander und bilden so ein apolares Tetramer. In Phase 1 lagern sich 
diese Tetramere lateral aneinander, um so genannte Einheitslängen-Filamente (unit length 
filament, ULFs) zu bilden. In Phase 2 werden die ULFs aneinander gehängt, um eine 
seilartige Struktur zu bilden, die dann in Phase 3 noch einmal radial verdichtet wird. 
Das fertige, seilartige Filament misst ungefähr 11 nm im Durchmesser (Franke et al., 1978; 
Herrmann et al., 1998, Georgakopoulou et al., 2009). Über Regulationsmechanismen des Auf- 
und Abbaus von IF ist weniger bekannt, als bei Actinfilamenten und MT. Unter normalen 
Bedingungen wird der Abbau vermutlich über Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-
reaktionen reguliert, wie z.B. bei den Kernlaminen während der Mitose.  
 
Versuche in Zellkulturen haben gezeigt, dass die Injektion von Peptiden die nur aus 
der α-helicalen Domäne der IF bestehen, zum Abbau von Actinfilamenten und MT führen 
kann, was für eine enge Quervernetzung der drei Filamentsysteme spricht. Des Weiteren 
haben Versuche in Epithelzellen gezeigt, dass für den ins Zellinnere gerichteten Transport von 
Keratin-Filamentvorläufern nicht MT, sondern Actinfilamente wichtig sind (Werner et al., 
2004, Kölsch et al., 2009). Während der Einsatz von Nocodazol die Tubulinpolymerisation 
blockierte, blieben die Bildung und der ins Zellinnere gerichtete Transport von 
Keratinpartikeln aufrecht. Jedoch war eine stärkere Bündelung der Keratinfilamente zu 
beobachten. Im Gegensatz dazu kam es bei Actindepolymerisation mittels Latrunculin B oder 
Cytochalasin D zum Stopp der Bildung von Keratinpartikeln in der Zellperipherie und zum 
Erliegen des zum Zellinneren hin gerichteten Transportes. 
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Abbildung 2. Intermediärfilamente. 
(A) Zellen im epithelialen Verband mit einer für diesen Zelltyp typischen IF Verteilung um den Kern und als 
stützendes Netzwerk im Cytoplasma. (B) Elektonenmikroskopische Aufnahme von IF (Alberts, B et al., 
„Molecular Biology of the Cell“ 2004).. (C) Darstellung der Assemblierung eines Vimentin IF (Kirmse et 
al., 2007) leicht verändert. Vor Phase 1 lagern sich polare Dimere versetzt aneinander und bilden so apolare 
Tetramere. In Phase 1 lagern sich diese Tetramere lateral aneinander, um so genannte ULFs (Unit-length 
filaments) zu bilden. In Phase 2 werden die ULFs aneinandergehängt, um eine seilartige Struktur zu bilden. 





Actinfilamente, welche auch als Mikrofilamente bezeichnet werden, legen die Form 
der Zelloberfläche fest und sind für die Zellmigration und das Anhaften am Substrat 
erforderlich. Actinfilamente (F-Actin) sind zweisträngige helicale Polymere, die aus dem 
globulären Monomer G-Actin bestehen und Fasern von 5-9 nm Durchmesser bilden. In der 
Zelle formen sie abhängig vom jeweiligen Zustand und der zellulären Funktion bestimmte 
Strukturen wie zum Beispiel Lamellipodien, Filopodien oder Stressfasern aus, erreichen ihre 
höchste Dichte jedoch im Zellcortex, unmittelbar unter der Plasmamembran (Lang et al., 2000; 
Alberts, B et al., „Molecular Biology of the Cell“ 2004). Da die Actin-Monomere eine Polarität 
aufweisen, kann man beim Actin-Filament ein Plus- und ein Minusende unterscheiden. 
Gerade beim Auf- und Abbau der Actinfilamente spielt diese Polarität eine entscheidende 
  - 7 -
Rolle (Wegner et al., 1976). Actinfilamente bilden in der Zelle unterschiedliche Strukturen aus 
und können durch Wechselwirkung mit verschiedenen Proteinen eine Vielzahl von 
Funktionen erfüllen. Exemplarisch sollen hier die Lamellipodien, Filopodien und Stressfasern 
genannt werden.  
 
Lamellipodien sind Ausstülpungen der Zellmembran, sind flach und breit angelegt und 
dienen der Zelle zur Fortbewegung durch Anhaftung ans Substrat und als Ruffles zur Phago- 
und Pinocytose (J. Small et al., 2002). In Lamellipodien sind die schnell wachsenden Enden 
(Plusenden) der Filamente zur Membran hin orientiert, während die langsam wachsenden 
Enden (minus Enden) zum Zellinneren hin ausgerichtet sind (Atilgan et al., 2005). Im 
Gegensatz zu Strukturen wie Filopodien sind hier jedoch die Actinfilamente nicht gebündelt.  
 
Filopodien sind Teile der Lamellipodien, doch durch die gebündelten Actinfasern 
unterscheiden sie sich strukturell vom restlichen Lamellipodium und stehen über die 
eigentliche Front des Lamellipodiums (genannt Führungskante) hinaus. (siehe Abbildung 3) 
(C. Revenu et al., 2004). Filopodien dienen vor Allem den Zellen zur Erkundung der 
Umgebung. Ob Actinfilamente gebündelt oder mit lockerer, gelartiger Struktur auftreten, 
hängt von den Proteinen ab, die mit den Actinfasern interagieren. Einige dieser Proteine sind: 
Fimbrin, α-Actinin, Villin, Fascin und Filamin. Während Actin in Filopodien zusammen mit 
α-Actinin Filamentbündel bildet, formt es bei Interaktion mit Filamin verzweigte Strukturen 
(C. Revenu et al., 2004). 
 
 
Abbildung 3. Actinstrukturen in der eukaryotischen Zelle. 
Schematische Darstellung der verschiedenen Regionen in Lamellipodien und Filopodien: 
(A) Führungskante des Lamellipodiums; (B) Actinnetzwerk; (C) Region mit hoher Depolimerisationsrate; (D) 
Spitze des Filopodiums; (E) Actinbündel; (F) Intaktes Filament, das Bestandteil des cytoplasmatischen 
Netzwerkes ist. (J. Small et al., 2002). 
 
Eine weitere aus Actin bestehende Struktur die hier eingehender diskutiert werden 
soll, sind die Stressfasern: Im Gegensatz zu den oben erwähnten Strukturen (Filopodium und 
Lamellipodium) sind die Plus- und Minusenden der Actinfilamente, hier nicht in eine 
Richtung, sondern entgegengesetzt orientiert. In den Stressfasern ist Actin in kontraktilen 
Bündeln organisiert und mit α-Actinin assoziiert (Lazarides et al., 1975, Pellegrin et al., 2007). 
Die viel lockerere Packung der kontraktilen Bündel im Vergleich zu den parallelen Bündeln 
der Filopodien erlauben dem Motorprotein Myosin II aktiv zu werden, während es in den 
dicht gepackten parallelen Bündeln der Filopodien ausgeschlossen bleibt (Alberts, B et al., 
„Molecular Biology of the Cell“ 2004). Daher sind Filopodien im Gegensatz zu Stressfasern 
nicht kontraktil. Die Stressfasern enden meistens in Fokalkontakten und können durch Ihre 
Fähigkeit zur Kontraktion auf diese Art Zugkräfte auf die Umgebung ausüben (Hotulainen et 
al., 2006). 
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Abbildung 4. Actinfilamente. 
(A) Actinverteilung in einer undifferenzierten B16F10 Melanomazelle. Kortikale Regionen weisen die höchste 
Dichte an Actinfilamenten auf. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Actinfilaments. (C) Schema 





Mikrotubuli haben in Zellen verschiedene wichtige Funktionen, wie zum Beispiel die 
Ausbildung der Mitosespindel bei der Zellteilung, die Ausbildung von Cilien und Flagellen, 
sowie das Bereitstellen von „Transportwegen“ im intrazellulären Transport. MT sind 
Hohlzylinder mit einem Durchmesser von 25 nm, die aus dreizehn parallel angeordneten 
Protofilamenten bestehen. Im Gegensatz zu den Actin Monomeren (G-Actin) besteht eine 
Tubulin-Grundeinheit aus einem Heterodimer aus α- und β-Tubulin (Downing et al.; 1998). 
Diese zwei Tubulin Untereinheiten alternieren längs eines Protofilaments und bilden somit 
eine polare Struktur mit einem Minus-Ende mit α-Tubulin (langsam wachsend) und einem 
Plus-Ende mit β-Tubulin (schnell wachsend) (Alberts, B et al., „Molecular Biology of the Cell“ 
2004). Da die α-Tubulin Untereinheiten eines Protofilaments mit den α-Tubulin Unter-
einheiten der benachbarten Protofilamente eingehen, ebenso wie die β-Untereinheiten mit den 
nächsten β-Tubulin Untereinheiten, sind Mikrotubuli stabile Strukturen. In der Zelle sind die 
Minus-Enden der Mikrotubuli meist an einem Mikrotubuli-organisierenden Zentrum 
(microtubule organizing center, MTOC) verankert, wo sie auch stabilisiert werden, während 
die schnell wachsenden Plusenden durch Polymerisation durch Anheftung GTP-gebundener 
Tubulin Moleküle wachsen können (Alberts, B et al., „Molecular Biology of the Cell“ 2004).  
 
Hoch spezialisierte Proteine, so genannte Mikrotubuli assoziierte Proteine (MAPs) 
können MT durch ihre Bindung stabilisieren, beziehungsweise destabilisieren. Die ersten 
MAPs wurden ursprünglich aus Gehirngewebe-Extrakten bei der Aufreinigung von Tubulin 
cosedimentiert (Borisy et al., 1975). Es existieren verschiedene Klassen von MAPs, die grob in 
enzymatisch aktive, MT Plusende assoziierte, Zentrosom assoziierte, MT Motoren und 
strukturelle MAPs unterteilt werden können. MT-Motor Proteine sind unter anderem die 
Dyneine und Kinesine. Diese Proteine sind in der Lage, unter Aufwendung der Energie von 
ATP-Hydrolyse entlang der MT zu wandern (Brokaw et al., 1997). Als Beispiel für die 
strukturellen MAPs sollen die Proteine der MAP2/Tau Familie erwähnt werden, die wie auch 
die MAP1A/1B Familie eine der „klassischen“, gut charakterisierten, strukturellen Familien 
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bilden (Halpain and Dehmelt, 2006, Dehmelt and Halpain, 2005). Die MAP2 Proteine besitzen 
eine carboxyterminale Domäne mit mehreren MT Bindungsmotiven, während das 
aminoterminale Ende der Proteine vom Mikrotubulus abstehende Arme mit einer weiteren 
MT-Bindungsdomäne bildet, die vermutlich in der Regulation und der räumlichen Verteilung 
von Mikrotubuli eine Rolle spielen. Tau Proteine sind den MAP2 Molekülen sehr ähnlich, 
bilden jedoch zwischen den  N- und C-Terminalen Tubulinbindungsdomänen Schlaufen aus 
und formen somit im Gegensatz zu den MAP2-Peptiden keine abstehenden Arme (Alberts, B et 
al., „Molecular Biology of the Cell“ 2004). Diese strukturellen Unterschiede sorgen für ein 
unterschiedliches räumliches Verteilungsmuster in Zellen (Chen et al., 1992). MAPs sind das 
Ziel mehrer Proteinkinasen, die aus dieser Interaktion resultierende Phosphorylierung der 
MAPs ist ein Regulationsmechanismus für die Verteilung und den Zustand der MAPs in der 
Zelle. Als Beispiel hierfür kann die phosphorylierungsabhängige Assoziation von MAP2c und 
Actin genannt werden. Auf MAP2c Phosphorylierung durch cAMP-abhängige Kinase hin 
wird die Mikrotubui-MAP2c Interaktion gelöst und MAP2c bindet an Actinfilamente 
peripherer Membran Ruffles. (Ozer und Halpain, 2000). 
 
 
Abbildung 5. Mikrotubuli. 
(A) Typische Mikrotubulianordnung in undifferenzierter B16F10 Melanomazelle. (B) Elektronenmikroskopische 
Aufnahme eines Mikrotubulus (Einzelne Substrukturen (die so genannten Protofilamente sind sichtbar). 
Schematische Darstellung eines Mikrotubulus mit den einzelnen, leicht versetzten Protofilamenten und den 
farblich unterschiedenen α- und β-Monomeren (Alberts, B et al., „Molecular Biology of the Cell“ 2004).
 
 
Cytolinker und Plakine 
 
Manche zellulären Prozesse wie zum Beispiel die Fortbewegung benötigen ein 
koordiniertes Zusammenspiel der verschiedenen Filamentsysteme. Bei diesen Abläufen 
spielen die so genannten Cytolinker Proteine eine entscheidende Rolle.  
 
Plakine oder Cytolinker sind eine Familie von cytoskelettären linker-Proteinen, die mit 
Bestandteilen des Cytoskeletts und Zell-Zell-Verbindungskomplex assoziieren (Jefferson et al., 
2004, Jefferson et al., 2007). Es wurden bisher sieben Familienmitglieder identifiziert (Conrad L. 
Leung et al., 2002): Desmoplakin, Envoplakin, Periplakin, Epiplakin, Plectin, BPAG1 (bullous 
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pemphigoid antigen 1) und MACF (microtubule-actin crosslinking factor). Die Mitglieder der 
Plakinfamilie besitzen einen generell ähnlichen Bauplan, der jedoch von Protein zu Protein 
leicht variiert. Die meisten Plakine werden als multiple, gewebsspezifische Isoformen 
exprimiert (Brown et al., 1995, Bernier et al., 1996). Eine interessante Eigenschaft der Plakine 
ist, dass die Isoformen genau auf die Anforderungen der spezialisierten Zellen maß-
geschneidert sind (Fuchs et al., 1997, 1999). Alle Plakine besitzen eine modulare Struktur und 
sind aus einer Kombination der folgenden Domänen aufgebaut:  
 
1. Actin-Bindungsdomäne (AB): Diese Domäne besteht aus 2 Calponin-Homologie-Domänen 
(CH) und ist im Aufbau den AB der Spectrinfamilie sehr ähnlich. Durch die Familie der 
Plakine hindurch sind die AB-Domänen durch alternatives Spleißen sehr variabel. In einigen 
Fällen ist nur eine CH Domäne vorhanden und somit nicht mehr fähig, an Actin zu binden. 
Bei allen Mitgliedern der Plakin Proteinfamilie die eine AB-Domäne aufweisen, ist diese am 
N-Terminus angesiedelt. 
 
2. Plakin-Domäne: Alle Plakin Familienmitglieder mit Ausnahme von Epiplakin enthalten 
eine Plakin-Domäne. Sie besteht aus sechs α-Helicalen Segmenten (NN, Z, Y, X, W und V), 
die in einem antiparallelen α-helicalen Bündel organisiert sind (Sonnenberg et al., 2007). Die 
Funktion der Plakin-Domäne ist nicht ganz geklärt, dient aber bei einzelnen 
Familienmitgliedern dazu, die Proteine an spezifische Zell-Zell Kontakte zu dirigieren 
(Desmoplakin zu Desmosomen, Plectin und BPAG1 zu Hemidesmosomen) (Koster et al., 
2003). Plakin-Domänen sind, wenn vorhanden,  zwischen der AB und der α-helicalen coiled-
coil Domäne am N-Terminus lokalisiert. Bei allen Plakinen bis auf Epiplakin wird diese 
Domäne von einer SH3-Domäne durchbrochen. Im Fall von Plectin und Dystonin ist N-
terminal von der SH3 Domäne ein PxxP Motiv zu finden, welches eine konservierte 
Zielsequenz der meisten SH3 Domänen Liganden ist. Somit könnte diese Protein-Protein 
Interaktionsdomäne in Plectin durch Intramolekulare Inhibition für andere Bindungspartner 
nicht frei zugänglich sein. 
 
3. Coiled-Coil Rod Domäne: Diese Domäne vermittelt die Homodimerisation zweier  
Plakinmoleküle, in paralleler Orientierung vermittelt (Ruhrberg und Watt, 1997). Im Falle von 
Plectin stellt diese Domäne die Verbindung zwischen den N- und C-terminal gelegenen, 
globulären Domänen dar (Wiche et al., 1991). 
 
4. Plakin-Repeat-Domäne: Diese Region besteht aus unterschiedlich vielen homologen 
Domänen. Die Zahl der Domänen variiert von Null in Periplakin bis dreizehn in Epiplakin. 
Man kann zwischen A, B und C Repeat-Domänen unterscheiden. Der grundlegende Aufbau 
eines Plakin-Repeat-Domänen-Bausteins besteht aus 38 Aminosäuren, die eine β-Haarnadel 
und zwei α-Helices ausbilden (Janda et al., 2001; Choi HJ et al., 2002). Die Plakin-Repeat-
Domäne kann IF binden, obwohl noch nicht geklärt ist, wann und unter welchen 
Bedingungen, welcher IF-Subtyp gebunden wird. Sowohl für Plectin (Nikolic et al., 1996) als 
auch Desmoplakin (Fonato et al., 2002) konnte gezeigt werden, dass die Verbindungsdomäne 
direkt mit IF interagieren kann. Ein Sequenzvergleich zwischen der Plectin Verbindungs-
domäne und der Desmoplakin Verbindungsdomäne hat eine Homologie von 70% gezeigt 
(Fonato et al., 2002). 
 
5. Spectrin-Repeat-Domäne: Diese Domäne ist, wie der Name besagt, charakteristisch für die 
Spectrin-Proteinfamilie (Dystrophin, α-Actinin und Spectrine) und verleiht diesen Proteinen 
die Fähigkeit, antiparallel zu dimerisieren. Dystrophin, welches 24 dieser Spectrin-Repeats 
besitzt, tritt als Ausnahme trotz dieser Domänen als Monomer auf. Jede einzelne der 
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Regionen besteht aus drei α-Helices, die durch zwei unstrukturierte Schleifenbereiche 
verbunden werden (Djinovic-Carugo  et al., 2000). 
 
6. Mikrotubuli-Bindungsdomänen: Unterschieden werden die GAR (Gas2-related Domäne), 
und die GSR (glycine-serine-arginine-Domain) Domäne. Beide Regionen sind C-terminal 
angesiedelt. Die GSR Domäne vermittelt zum Beispiel Tubulininteraktion in BPAG1 und in 
MACF (Sun et al., 2001). 
 
Eine weitere typische Eigenschaft der Plakine ist es, dass von vielen Proteinfamilien- 
Mitgliedern durch alternatives Spleißen mehrere verschiedene Varianten des jeweiligen 
Proteins vorkommen. Besonders ausgeprägt ist diese Eigenschaft beim Plectin-Gen. 
 
 
Abbildung 6. Die Plakin-Familie. 
Schematische Darstellung der Vertreter der Plakin-Familie mit der jeweiligen Domänenabfolge. Die sieben 
funktionellen Domänen sind im Text näher erläutert. (Sonnenberg und Liem, 2007; leicht verändert). 
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 Plectin 
 
Entdeckt wurde Plectin ursprünglich bei Aufreinigungen von IF aus kultivierten 
tierischen Zellen, wo es zusammen mit den aufgereinigten IF isoliert wurde (Pytela und Wiche, 
1980). Plectin wird in beinahe allen Geweben von Säugetieren exprimiert, wo es mit allen drei 
oben genannten cytoskelletalen Filamentsystemen interagiert. Besonders stark wird Plectin in 
Muskelgewebe, Epithelien, Zellen der Blut-Hirnschranke und an Gewebsschichten, welche 
als Grenze zu flüssigkeitsgefüllten Hohlorganen dienen, exprimiert (Rezniczek et al., 2010). Auf 
zellulärer Ebene findet man Plectin vor allem an Zell-Zell und Zell-Matrixkontakten. Als 
Beispiel hierfür kann man fokale Adhäsionskontakte von Zellen in Kultur oder auch die 
Interaktion von Plectin mit Integrin β4 in Hemidesmosomen an der basalen Zellmembran von 
Keratinocyten in der Basalschicht von Plattenepithelien anführen (Wiche et al., 1984). In 
Plectin-Null Mäusen sowie in konditionellen Knock-out Mäusen konnte gezeigt werden, dass 
die Abwesenheit von Plectin kurz nach der Geburt zum Tod führt, beziehungsweise schwere 
Haut-, Muskel- und Herzdefekte verursacht. Die in den Plectin-defizienten Tiermodellen 
beobachteten Phänotypen ähneln den Symptomen von Epidermolysis Bullosa Simplex 
Patienten. 
 
Als Mitglied der Plakin Familie weist auch Plectin die für Plakine typische Struktur 
auf. Das humane Plectin Gen ist auf dem Chromosom 8 q24 lokalisiert, in der Maus auf 
Chromosom 15 und besteht aus 32 Exons. Das Protein selbst ist je nach Isoform über 500 kDa 
groß und weist zwei globuläre Domänen am N- und C-Terminus auf, die durch eine zentrale 
Rod-Domäne miteinander verbunden werden (Foisner und Wiche, 1987, Wiche et al., 1991). In 
der N-terminalen, globulären Domäne befindet sich eine Actin-Bindungsstelle, die aus 
Calponinhomologie-Domänen besteht (Andrä et al., 1998, Fuchs et al., 1999) sowie eine SH3-
ähnliche Domäne. Die Interaktion zwischen Plectin und MT (Herrman und Wiche 1987; Svitkina 
et al., 1996; Andrä et al., 2003) wird wahrscheinlich durch die Interaktion der SH3-Domäne mit 
MAPs vermittelt (Walko, nicht publizierte Daten). Die Rod Domäne ist in etwa 200 nm lang 
und weist eine α-helicale coiled-coil Struktur auf, während die C-terminale Domäne von 
sechs homologen Plakin-Repeats gebildet wird, wobei zwischen den Repeat-Domänen 5 und 
6 die IF-Bindungsdomäne zu finden ist und einen Abschnitt von ~ 50 Aminosäuren umfasst 
(Nikolic et al., 1996). 
 
Abbildung 7. Domänenstruktur von Plectin. 
Die globulären N- und C-Termini sind verbunden durch die coiled-coil Domäne. Im Einzelnen sind 
Bindungsstellen für andere Proteine angegeben. ABD, Actin-Bindungsdomäne. Die Intermediärfilament-
Bindungsdomäne und die N- und C-terminal liegenden Integrin β4 Bindungsdomänen sind eingezeichnet. Thr 
4542 bezeichnet die Phosphorylierungsstelle für Proteinkinase p34  cdc2 (Wiche et al., 1991; Review: Wiche, 
1998).  (leicht verändert). 
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Auffällig ist, dass der N-Terminus von 30 Exons codiert wird, während die Rod-
Domäne und der C-Terminus von jeweils nur einem Exon codiert werden. Weiters wurden 
unterschiedliche Plectin Isoformen identifiziert, deren N-Terminus von unterschiedlichen 
ersten Exons kodiert wird. Diese Isoformen entstehen in verschiedenen Geweben durch 
alternatives Spleißen der ersten Exons. Mittlerweile sind 8 verschiedene Plectin Isoformen 
identifiziert worden, die alle ein gewebsspezifisches Expressionsmuster aufweisen (Fuchs et 
al., 1999, Rezniczek et al., 2003). Gewebsspezifische RNA Vergleiche zeigten, dass die 
verschiedenen Plectinisoformen in unterschiedlichen Zellen/Geweben unterschiedlich stark 
exprimiert werden: Als Beispiele hierfür sollen die Plectinisoform 1a in Keratinocyten (Andrä 
et al., 2003), die Plectin Isoform 1c in Hirngewebe und die Plectinisoform 1d in 




Abbildung 8. Schematische Darstellung der Spleiß-Ereignisse am N-Terminus von Plectin. 
Schematische Darstellung der alternativen ersten Exons am 5’-Ende des Maus-Plectin-Gens. Es existieren 11 
alternative Exons, die direkt an Exon 2 gespleißt werden und 3 weitere, die nicht direkt an Exon 2 gespleißt 
werden. Weiters gibt es Isoformen von Plectin mit 2 alternativen Exons zwischen den 2 und 3, und 3 und 4 
Exons. Acht der oben angeführten Exons sind codierende Exons (E1, E1a, E1b, E1c, E1d, E1e E1f und E1g), 
drei sind nicht-codierende Exons (E1h, E1i, E1j). Weiters gibt es drei nicht codierende Exons am 5’-Ende des 
Exons 1c, E0 und E0a direkt an E1c und E-1 am 5’-Ende von E0a (Fuchs et al., 1999).
 
Durch seine Funktion als Cytolinker spielt Plectin auch an Zell-Zell Kontakten eine 
wichtige Rolle. In Epithelzellen und Epithelgewebe wurde Plectin gehäuft in desmosomalen 
Plaque-Regionen lokalisiert (Eger et al., 1997), was zu einer lateralen Verteilung von Plectin in 
diesen Zellen führt. Weiters wurde Plectin als essentieller Bestandteil von Hemidesmosomen 
der Haut gefunden (Wiche et al., 1984, Rezniczek et al., 1998). In „Rescue-Experimenten“ konnte 
gezeigt werden, dass die Expression der Plectinisoform 1a in Plectin-defizienten 
Keratinocyten zu einer Steigerung der Bildung von Hemidesmosom-ähnlichen Strukturen 
führt (Andrä et al., 2003). Weiters konnte in diesen Versuchen gezeigt werden, dass nur die in 
Keratinocyten dominant auftretende Plectinisoform 1a zur vermehrten Ausbildung von 
Hemidesmosom-ähnlichen Strukturen in Plectin-defizienten Keratinocyten führte, während 
Expression der Isoformen 1c und 1 dies nicht bewirkte. Plectin fungiert in Hemidesmosomen 
als Stabilisator und verbindet die IF der Zelle mit der Plasmamembran (Rezniczek et al., 1998; 
Borradori und Sonnenberg, 1999). Mittels der N-terminalen ABD, die auch als Integrin β4 
(intβ4) Bindungsdomäne fungieren kann (Rezinczek et al., 1998) und der C-terminalen IF 
Bindungsstelle, ist Plectin in der Lage Keratinfilamente am hemidesmosomalen Komplex zu 
verankern (Rezniczek et al., 1998, Andrä et al., 1997). 
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 Plectin-Mutationen als Ursache humaner Erbkrankheiten 
 
Epidermolysis bullosa (EB) als Überbegriff steht für eine Gruppe phänotypisch 
unterschiedlicher Genodermatosen. Als allgemeines Diagnosemerkmal für EB gilt die 
typische Blasenbildung der Haut und der Schleimhäute als Konsequenz eines mechanischen 
Traumas. Derzeit unterscheidet man die folgenden Erscheinungsformen von EB. Die erste 
Form ist Epidermolysis bullosa simplex (EBS), mit intraepidermaler („epidermolytischer“) 
Schädigung der Haut. EBS wird nochmals in einen suprabasalen und basalen Subtyp 
unterteilt. Die zweite Form von EB heißt Epidermolysis bullosa junctionalis (JEB) mit 
Gewebsschädigung entlang der Lamina lucida, mit den Subtypen JEB-H (Herlitz) und 
weiteren JEB (verursacht durch Defekte in unterschiedlichen Zielproteinen). Die dritte Form 
ist EB dystrophica (DEB) mit Gewebsschädigung in der Lamina densa („dermolytisch“)(Fine 
et al., 2008). Mit Plectin-Mutationen stehen nur Erscheinungsformen des Typs EBS im 
Zusammenhang, die folgendermaßen unterteilt werden können: 
 
1. EBS mit muskulärer Dystrophie (EBS-MD). Zu Beginn zeigt sich bei betroffenen 
Patienten nur die für EBS typische Blasenbildung, aber mit dem Einsetzen des zweiten 
Lebensjahrzehnts kommt es zur Ausprägung der Muskeldystrophie und die Patienten 
versterben häufig im dritten Lebensjahrzehnt aufgrund der geschwächten Interkostal-
muskeln (Pfendner et al., 2005; Rezniczek et al., 2010). 
 
2. EBS-Ogna. Im Gegensatz zu den oben genannten beiden Formen tritt EBS Ogna nicht 
autosomal rezessiv, sondern dominant auf. Hier kommt es zu einer „missense-
Mutation“ im Exon 31, welches für die Rod-Domäne von Plectin codiert. Im Falle von 
EBS-Ogna entwickeln sich keine Muskelanomalien und auch das Vorkommen von 
Pylorus-Atresie wurde im Zusammenhang mit EBS-Ogna noch nicht beschrieben 
(Pfendner et al., 2005; Koss-Harnes et al., 2002). 
 
3. EBS mit Pylorus-Atresie (EBS-PA). Hierbei zeigt sich schwerwiegende neonatale 
Blasenbildung, kombiniert mit Atresien des Pylorus und Duodenums, die in weiterer 
Folge häufig zum postnatalen Tod der Patienten führen (Pfendner et al., 2005; Pfendner 
et al., 2004). 
 
Die Haut-, und Muskelphänotypen von Plectin-Null-, bzw. Epidermis-, und 
Skelettmuskel-spezifischen, konditionellen knock-out Mäusen spiegeln eindrucksvoll die 
Symptomatik humaner Plectin Erkrankungen wider (Andrä et al., 1997; Ackerl et al., 2007; 
Konieczny et al., 2008). 
 
 
1.2. Melanocyten, Melanosomen und Transport 
 
Melanocyten sind spezialisierte Hautzellen, die Melanin synthetisieren und 
exportieren können und somit anderen Zellen Schutz vor ultravioletter Strahlung verleihen. 
Sie sind für die Pigmentierung von Haut und Haaren verantwortlich und bestimmen somit die 
Farbe dieser Gewebestrukturen. Man unterscheidet zwei Haupttypen von Melanin: 
Pheomelanin (gelb/rot) und Eumelanin (braun/schwarz). Melanin wird in eigens dafür 
vorgesehenen Vesikel (Melanosomen) von Melanocyten zu Keratinocyten exportiert, wo sie 
ihre Schutzfunktion gegen UV-Strahlung ausüben. Der intrazelluläre Transport in den 
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Melanocyten erfolgt unter Mithilfe von Myosin Va, welches aktiv am Transport der 
Melanosomen entlang von Actinfilamenten verantwortlich ist (Mercer et al., 1991, Wu et al., 
1998). 
 
In Säugetieren werden Melanosomen in Melanocyten in der Haut, der Hirnhaut, im 
Auge und dem Ohr gebildet (Barral et al., 2004). Melanocyten sitzen in den basalen Schichten 
der Haut und der Haarfollikel, wo sie dank ihrer stark verästelten Zellform mit einer Vielzahl 
von benachbarten Keratinocyten in Kontakt stehen. Wie oben beschrieben werden 
Melanosomen in den Melanocyten synthetisiert und in die Keratinocyten exportiert, wo sie 
ihre Funktion als Schutz gegen UV-Strahlung ausüben. Melanosomen sind spezialisierte 
Organellen, die der Synthese und dem Transport von Melanin dienen. Das Hauptaugenmerk 
soll hier auf die epidermalen Melanocyten gerichtet werden, da sie Gegenstand dieser 
Diplomarbeit sind.  
 
Melanosomen waren unter den ersten Lysosom-ähnlichen Organellen, die morpho-
logisch und ultrastrukturell charakterisiert wurden. In der Entstehung unterscheidet man 
pheomelanogene von eumelanogenen Melanosomen anhand des Auftretens der ent-
sprechenden Pigmente (Pheomelanin: Rote, braune und gelbe Pigmente; Eumelanin: 
Schwarze, braune Pigmente). In der Reifung der Melanosomen unterscheidet man vier 
verschiedene Zustände (I-IV), die optisch unterscheidbar sind (Raposo et al., 2007, Wasmeier et 
al., 2008). 
 
I: Die Prämelanosomen sind unter dem Elektronenmikroskop durchscheinend und 
entsprechen verglichen mit dem konventionellen endolytischen Syntheseweg frühen 
Endosomen. 
II: In dieser Phase zeigen sich bereits die ersten für Melanosomen typischen Charakteristika. 
Im Lumen sind parallel angeordnete Fasern zu erkennen, die sich durch das Lumen der 
Organellen erstrecken. An diesen Fasern erfolgt die Anlagerung und Synthese des Melanins. 
Im endolytischen Syntheseweg entspricht dieses Stadium späten Endosomen. 
III: In dieser Phase treten die Fasern stärker durch vermehrte Ablagerung von Melanin an den 
einzelnen Strängen hervor. In diesem Zustand sind die Organellen Prälysosomen gleich-
zusetzen. 
IV Durch fortgesetzte Anreicherung von Melanin verschwinden durch die Anhäufung von 
Melanin in dieser Phase alle Strukturen im Lumen. In diesem Zustand entsprechen die 
Melanosomen im endolytischen Syntheseweg Lysosomen. 
 
Um die Melanosomen in die Nachbarzellen zu exportieren, müssen sie an die 
Zellperipherie gebracht werden. Dieser Transport erfolgt sowohl über Mikrotubuli als auch 
Actinfilamente. Entlang der Mikrotubuli sind Dynein und Kinesin verantwortlich für den 
bidirektionalen Transport, während am Actinfilament Aktomyosin-Systeme für den Transport 
sorgen. Nach einem Modell von Gelfand (Gross et al., J Cell Biolog 2002) führt ein „Wettstreit“ 
um die Bindung der Melanosomen zwischen den oben erwähnten Motorproteinen zur 
Verteilung der Melanosomen im Cytosol. Mehrere Studien zeigten, dass das Fehlen von 
Komponenten des Aktomyosin-Systems zu einer Erhöhung des Mikrotubuli vermittelten 
Transports führt (Gross et al., J Cell Biolog 2002, Wu X et al., J Cell Biolog 1998). 
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 Der Melanosomen-Transportkomplex 
 
Regulierte sekretorische Exportwege sind in hoch entwickelten multizellulären 
Organismen ein wichtiges Mittel zur interzellulären Kommunikation. Jeder dieser Export-
wege verwendet eigene spezialisierte Vesikel als Speicherorganellen für das „Transportgut“ 
(Izumi et al., 2003). Als Beispiel soll der Melanintransport mittels Melanosomen in Melano-
cyten angeführt werden, da dieser für die Arbeit von Bedeutung ist. Abbildung 9 zeigt eine 
schematische Darstellung des Melanosomen-Transportkomplexes. Im Falle von Myosin Va, 
Rab27a und Melanophilin konnte bereits gezeigt werden, dass Mutationen in den 
entsprechenden Genen zu Störung der Pigmentierung in den betroffenen Lebewesen führen. 
Die phänotypische Erscheinung von Myosin Va-, Rab27a- und Melanophilin-Defekten wird 
unter dem Begriff Griscelli-Syndrom (GS) zusammengefasst. Bei dieser autosomal rezessiven 
Erkrankung führen Mutationen in den Genen für Myosin Va, Rab27a und Melanophilin dazu, 
dass die Melanosomen nicht mehr aus den Melanocyten exportiert werden können, da sie 
nicht mehr an die kortikalen Actinfilamente dirigiert werden (Dessinioti et al., 2009). 
 
 
Abbildung 9. Der Melanosomen-Transportkomplex. 
Schematische Darstellung des Aufbaus actinassoziierte Melanosomen-Transportkomplexes (Fukada et al., 
2002) (leicht verändert). 
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 Myosin 
 
Myosine sind eine große und diverse Familie von Motorproteinen mit der Fähigkeit, 
unter Hydrolyse von ATP, entlang von Actinfilamenten zu wandern. Zurzeit sind mehr als 18 
Myosin-Klassen bekannt (Foth et al., 2006), die sich in ihrem Grundbauplan ähneln, aber durch 
Anpassung an ihre diversen Aufgaben in ihrem Aufbau durchaus variieren. Myosine sind für 
die Verrichtung vieler verschiedener Tätigkeiten in Zellen zuständig. Die Bandbreite reicht 
von Muskelkontraktion über intrazellulären Transport bis hin zur Zellfortbewegung. Myosine 
setzen sich generell aus drei Domänen zusammen: Eine konservierte Kopfdomäne, die für die 
Actinbindung, die ATPase-Aktivität und die Erzeugung von Bewegung verantwortlich ist; 
eine kurze Halsdomäne, die normalerweise mit den leichten Myosinketten interagiert und eine 
variable Schwanzdomäne, die allgemein für die Bindung des „Transportgutes“ zuständig ist 
(Foth et al., 2006).  
 
Da für die folgende Arbeit nur Myosin Va von Interesse ist, soll ein Überblick über 
Aufbau und Funktionsweise dieses Proteins gegeben werden. Im Fall von Myosin Va bilden 
zwei „schwere Ketten“ das Grundgerüst des fertigen Proteins. Die Kopfdomänen der 
schweren Ketten, die der ATP-Hydrolyse und der Interaktion mit Actin dienen, formen 
globuläre Strukturen aus (Langford, 2002). Diese globulären Domänen münden in Hals-
Domänen an denen, je nach Myosin-Unterklasse, verschiedene leichte Ketten sitzen. Die 
leichten Ketten sind verwandt mit Calmodulin und anderen Calmodulin-ähnlichen Proteinen 
(Espreafico et al., 1992, Espindola et al., 2000) und dienen der Regulation sowie der 
Stabilisierung der Myosinmolekülstruktur. Im Falle von Myosin Va sind es 6 leichte Ketten 
pro schwere Kette (Cheney et al., 1993). Anschließend an die Hals-Domänen findet man einen 
α-helicalen coiled-coil Stab, an dessen Ende die C-terminalen, globulären Interaktions-
domänen sitzen. Diese Domänen dienen Myosin Va, die zu transportierende Ladung zu 




Abbildung 10. Myosin Va: Struktur und Domänenmodell. 
(A) Kopfdomänen der zwei schweren Ketten mit Motorfunktion und der Fähigkeit zur ATP-Spaltung zur 
Energiegewinnung für die Fortbewegung. (B) Leiche-Ketten-Bindungsdomäne mit gebundenen Calmodulin-
Molekülen im Fall von Myosin Va. (C) Die coiled-coil Domäne dient der Dimerisierung. (D) Interaktions-
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Wie die meisten anderen Myosine (mit Ausnahme von Myosin VI) wandert Myosin 
Va in Richtung der Plusenden der Actinfilamente. Myosin Va kann in verschiedenen Zellen 
unterschiedliche Vesikel durch Bindung an die C-terminalen globulären Domänen transpor-
tieren. Als Beispiele hierfür seien synaptische Vesikel und Melanosomen erwähnt. 
 
Die Fortbewegung von Myosin Va entlang von Actinfilamenten ist prozessiv. Im 
Gegensatz zu dem nicht-prozessiven Muskel-Myosin II assembliert Myosin V nicht in 
Oligomere, sondern befördert seine Ladung in monomerer Form (Metha et al., 2001). Myosin 
V muss sich Dank der prozessiven Fortbewegung nicht wie andere Myosin-Typen in 
regelmäßigen Abständen vom Filament lösen, um an einer neuen Stelle wieder zu binden und 
so eine Bewegung in eine Richtung zu generieren. 
 
Die „Schrittlänge“ von Myosin Va liegt bei 36nm, was zugleich auch die größte bei 
Myosinen gemessene Distanz darstellt (Mehta et al., 1999; Rief et al., 2000; Veigel et al., 2002). 
Da die Schrittlänge ungefähr gleich lange ist wie eine Windung im Actinfilament, kommt es 






Das humane Rab27a-Gen liegt auf Chromosom 15 an der Position15q15 – q21,1 
(Tolmachova et al., 1999). Die Rab27 Subfamilie monomerer GTPasen spielt eine wichtige 
Rolle in der Regulation der Exocytose zellspezifischer Speicherorganellen (Izumi et al., 2003). 
Rab27 GTPasen wirken mittels organellenspezifischer Effektorproteine, wie zum Beispiel 
Melanophilin in Melanocyten. Dieser Rab27 Effektor-Komplex interagiert dann in weiterer 
Folge mit Proteinen, die essentiell für den Membrantransport sind, wie zum Beispiel Myosin 
Va in Melanocyten (Izumi et al., 2003). Mittels Rettungsexperimenten in Rab27-defizienten 
Melanocyten konnte gezeigt werden, dass ektopische Rab27a-Expression den mutanten 
Phänotyp wieder aufheben kann (Izumi et al., 2003). In allen Rettungsexperimenten konnte 
gezeigt werden, dass durch Expression von Rab27a Melanosomen wieder in die Dentriten-





Das humane Melanophilin-(Mlph) Gen liegt auf Chromosom 2 an der Position 2q37,3 
(Dib et al., 1996). Melanophilin (Mlph) gehört zu der Familie der synaptotagminartigen 
Proteine (synaptotagmin-like protein / Slp homolog lacking C2 domains Familie) (Ménasché et 
al., 2003). Melanophilin (Mlph) reguliert das Festhalten der Melanosomen im peripheren 
Actin-Cytoskelett von Melanocyten. Melanophilin ist ein Modulatorprotein mit Bindungs-
stellen für das Melanosomen-assoziierte Protein Rab27a und Myosin Va (Nagashima et al., 
2002). Rab27a wird mittels der N-terminalen Rab27a-Bindungsdomäne (R27BD) rekrutiert, 
Myosin Va mittels wird einer zentral gelegenen Myosin Va-Bindungsdomäne (MBD) und 
Actin mittels einer C-terminalen Actin-Bindungsdomäne (ABD). Mittels Melanosomen-
transport-assays konnte gezeigt werden, dass für funktionierenden Melanosomentransport die 
R27BD und die MBD von Mlph vorhanden sein müssen (Hume et al., 2006).  
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1.3. Ziele der Diplomarbeit 
 
Das erste Ziel der Diplomarbeit war es, die subzelluläre Lokalisation von Plectin 1c in 
Melanocyten zu untersuchen um festzustellen, ob diese Isoform mit Melanosomen assoziiert 
ist. Eine weitere Aufgabenstellung war, die Interaktion von Tubulin beziehungsweise MT mit 
dem N-Terminus von Plectin zu untersuchen. Das Hauptaugenmerk war hierbei auf die 
Isoform 1c gerichtet, da die Exon 1c-kodierte Aminsäuresequenz Homologie zu anderen 
Mikrotubuli-bindenden Proteinen (MAPs) besitzt (Lubomir Janda, nicht publizierte Daten; 
siehe auch Kapitel 3.2). 
 
Um eine mögliche Plectin-Melanosomen Interaktion nachzuweisen, sollten im ersten 
Teil der Diplomarbeit zwei verschiedene Ansätze parallel eingesetzt werden. Die erste 
Aufgabe bestand darin, ein für (IFM)-Analyse geeignetes Zellmodell zu finden, in dem die 
Expression von Plectin 1c und Myosin Va (als Melanosomenmarker) bestätigt werden konnte. 
Anschließend musste mittels IFM die subzelluläre Lokalisation von Plectin 1c in diesen 
Zellen analysiert werden. Danach sollte ebenfalls mittels IF-Mikroskopie überprüft werden, 
ob es in B16F10 und B16F1 Melanomazellen ein überlappendes Verteilungsmuster von 
Plectin 1c und bestimmten Melanosomen-Proteinen wie z.B. Myosin Va gibt. Parallel dazu 
musste untersucht werden, ob Plectin 1c in Melanomazellen mit Melanosomen assoziiert ist. 
Um eine solche Assoziation zu zeigen sollten die B16F10 Zellen mittels subzellulärer 
Fraktionierung analysiert werden. Bei dieser Methode werden ganze Zellen aufgebrochen und 
durch verschiedene Zentrifugationsschritte die Membranfragmente und verschiedenen 
Organellen der Zellen nach ihrer Dichte aufgetrennt. 
 
Im zweiten Teil der Arbeit sollte zur Untersuchung der direkten Interaktion einzelner 
N-terminaler Plectinfragmente mit MT das Verhalten der Plectin Isoformen 1c-8, 1a-8 und 2-
8 in MT Cosedimentationsexperimenten getestet werden. Da es Hinweise auf eine mögliche 
Interaktion des Plectin N-Terminus mit Protofilamenten gab, mussten die Cosedimentations-
experimente in einem weiteren Schritt nicht nur mit MT sondern auch mit Tubulin Ringen 
und Depolymerisationsprodukten auspolymerisierter MT durchgeführt werden. Aufgrund 
früherer Daten gab es Grund zur Annahme, dass die Plectin Isoformen 1c(2α3α)-8 und 
2(2α3α)-8 stärker mit Tubulin Cosedimentieren als andere Plectin Isoformen, daher sollten 
auch diese Isoformen in die Versuche integriert werden. Der letzte Schritt war, zu definieren, 
ob hauptsächlich die Isoform 1c mit Tubulin interagiert. Zu diesem Zweck sollten alle 
Konstrukte auf ihre Cosedimentationsfähigkeit mit Tubulin hin überprüft und miteinander 
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2. Material und Methoden 
2.1. Biochemie-Proteine 
Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Proteinkonzentrationen wurden routinemäßig mittels der Methode nach Bradford (Bradford, 
1976) bestimmt. 
 
Bradford Reagens:  
  0,1 mg Coomassie Brilliant Blau Serva G 
  50ml Methanol 
  100ml H3PO4 65% 
  Mit Aqua Dest. auf 1.000ml 
 
Als zusätzliche Methode zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurde der BCA Protein Assay 




PAGE Puffer:  
  25mM Tris/HCl 
  250 mM Glycin  
  0.1% SDS 
  pH 8,3 bei Bedarf wurde mit Glycin nachgestellt 
 
Probenpuffer (5x): 
  310 mM Tris/HCl pH 6,8 
  25% beta-Mercaptoethanol 
  15% SDS 
  50% Glycerol 
  0,2% Bromphenolblau 
 
Acrylamid M-BIS: 
  30% Stock Solution 29/L (Gerbu) 
 
Trenngelpuffer: 1,5M Tris/HCl 
 
     pH 8,8 
 
Sammelgelpuffer: 1M Tris/HCl 
         pH 6,8 
 
Zur vollständigen Denaturierung der Proteine wurden die Proben mit 5x Probenpuffer 
versetzt, für fünf Minuten auf 95°C erhitzt und bis zur Auftrennung auf -20°C gelagert. 
Zur Trennung der Proteine wurden sowohl Mini-Protean II Systeme (BioRad) wie auch Mini-
Protean III (BioRad) verwendet. Angepasst an die aufzutrennenden Proteine in den jeweiligen 
Experimenten wurden Gele bestimmter Acrylamid Konzentrationen gewählt, um eine 
optimale Auftrennung zu gewährleisten. Nach dem Zusammenbauen der Gelapparaturen 
wurden zuerst die Trenngele gegossen und zum auspolymerisieren unter Luftabschluss mit 
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Wasser überschichtet. Nach einer Polymerisationszeit von ungefähr 30 Minuten wurde das 
Wasser abgegossen und das Sammelgel über das bereits polymerisierte Trenngel geschichtet. 
Je nach Probenzahl und Volumen wurden unterschiedlich große Kämme in das Sammelgel 
geschoben, um die Geltaschen zu formen. Vor dem Beladen der Gele wurden noch die 
einzelnen Geltaschen mit Laufpuffer gespült, dann wurde die gesamte Apparatur fertig 
zusammengestellt und mit Puffer befüllt. Zusätzlich zu den Proben wurde jedes Gel mit einem 
Protein Marker (zumeist HMW, Gibco) versehen, um nach der Auftrennung eine Leiter mit 
Proteinen bekannter Molekülmasse / Molekulargewicht als Vergleich zu haben. Zum Laden 
wurde vorzugsweise eine 50µl Hamilton-Pipette verwendet, die zwischen dem Beladen mit 
verschiedenen Proben mit Ladepuffer gespült wurde. Zur Trennung wurden die Gele bei 20-
25 Milliampere pro Gel laufen gelassen, bis die Bromphenolblau-Front das Trenngel 
verlassen hatte, oder auch länger, wenn besonders große Proteine aufgetrennt werden sollten. 
 
 
Abbildung 11 Zusammensetzung der PA-Gele 
Um für jedes Protein abhängig von seiner Größe die optimale gelelektrophoretische Auftrennung zu bekommen 
man durch den Anteil an Acrylamid den Vernetzungsgrad der Gele variieren und damit die Durchlauf-
geschwindigkeit der Proteine durch das Gel manipulieren 
 
 















Die PA-Gele wurden nach der Elektrophorese aus den Apparaturen gelöst, kurz mit 
dH2O gespült, und ungefähr 30 Minuten in der Färbelösung bei Raumtemperatur geschwenkt. 
Im Anschluss wurde für circa eine Stunde bei selben Bedingungen entfärbt, wobei die 
Entfärbelösung je nach Bedarf gewechselt wurde. Vor dem Trocknen wurde gründlich mit 
Wasser gespült und das Gel auf ein Stück Whatman Papier transferiert. Im Anschluss wurde 
das Gel auf einem Gel-Trockner eine Stunde bei 70 °C getrocknet. 
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48 mM Tris Base 
40 mM Glycin 
 
Ponceau S Färbelösung: 
 








0,05% Tween 20 
In 1x PBS Lösung 
 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine in den PA-Gelen wurden diese 
10 Minuten im Blot-Puffer zeitgleich mit der Nitrocellulosemembran (Protran, Schleicher & 
Schuell) äquilibriert. Danach wurde das Blotsandwich, wie in Abbildung 12 gezeigt, 
zusammengesetzt. Abhängig von verfügbarer Zeit und Proteingröße wurde die Blotspannung 
gewählt. Routinemäßig liefen die Blots für Plectin bei 30 V und 4°C über Nacht. Das 
verwendete Blot-System war ein Mini-Protean II (BioRad). 
 
 
Abbildung 12 Zusammenbau des Blotsandwiches. 
Es ist die Wanderungsrichtung der SDS-komplexierten Proteine zur Anode hin zu berücksichtigen. Daher wurde 
die Nitrozellulosemembran zwischen Gel und Anode positioniert. 
 
Um die Effizienz des Transfers zu überprüfen und die Proteinbanden des 
Größenmarkers einzuzeichnen, wurde jede Membran nach dem Blot mit Ponceau S-Lösung 
gefärbt. Dazu wurde das Blotsandwich auseinandergebaut und die Nitrocellulosemembran für 
fünf Minuten in der Ponceau S-Lösung bei Raumtemperatur geschüttelt. Danach wurde die 
Membran mit dH2O gespült, bis die überschüssige Farbe abgewaschen worden war und nur 
noch dort, wo Proteine auf der Membran saßen, Farbstoff zu sehen war. 
 
 




Nach der Ponceaufärbung wurde die Membran mit 1xPBS vom Rest des Farbstoffes 
gereinigt und für eine Stunde mit der Blockierlösung bei Raumtemperatur blockiert. Nach 
zweimaligem Spülen mit PBS, um die nicht membrangebundenen Milchproteine zu 
beseitigen, wurden die Membranen für eine Stunde mit primärer Antikörperverdünnung 
[Entsprechende Verdünnung des primären Antikörpers in 1x PBS + 0,05% (VIV) Tween 20 + 
0,02% NaN3] bei Raumtemperatur geschüttelt. Alternativ wurde über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Die primären Antikörperlösungen wurden zur Wiederverwendung aufgehoben und die 
Membran fünf mal fünf Minuten mit PBS-T [PBS + 0,05% (VIV) Tween 20] gewaschen. Im 
Anschluss daran wurde mit der sekundären Antikörperlösung (Sekundäre Antikörper waren 
entweder HRPO-, oder AP konjugiert und in PBS-T verdünnt) eine Stunde bei leichtem 
Schütteln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde erneut fünf mal fünf 
Minuten mit PBS-T gewaschen und der Blot abhängig vom sekundären Antikörper 
folgendermaßen entwickelt: 
 
• HRPO-Blots: Bei Verwendung von HRPO-konjugierten, sekundären Antikörpern 
wurde zur Visualisierung das Super Signal West Pico System (Pierce) verwendet. 
Hierbei wurde die Luminol-Enhancer Lösung 1:1 mit der Peroxidase Lösung gemischt 
und fünf Minuten mit der Membran inkubiert. Nach Ablauf der fünf Minuten wurde 
kurz mit ddH2O gespült und in einer Exponierkassette die Signale auf einem Fuji 
Röntgenfilm in Form von Zeitreihen dargestellt. 
 
• AP-Blots: Zum entwickeln der Blots mit AP Antikörpern wurden 33 µl einer Lösung 
von 50 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) in 100% Dimethylformamid 
(DMF) mit 66 µl einer Lösung von 50 mg/ml Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) in 
70% DMF vermischt und auf 10ml mit AP-Puffer verdünnt. Die Membran wurde dann 





100mM Tris-HCl pH 9,5 
100mM NaCl 
5mM MgCl2   (wurde frisch bei Verwendung zugegeben) 
 
 
Abbildung 13 Primäre Antikörper Western-Blot. 
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Abbildung 14 Sekundäre Antikörper Western-Blot. 




Quantitative Bestimmung von Proteinbanden 
 
Röntgenfilme und Gele wurden in einem ScanJet 8250 C Scanner (HP) mit einer 
Auflösung von 300 dpi gescannt. Nachbearbeitung der digitalisierten Bilder erfolgte mittels 
Photoshop Software (Adobe). Die so erhaltenen Proteinbanden wurden mit der Quantiscan 
Software (BioSoft) quantifiziert. 
 
 




200 mM NaCl 
200 mM Glycin pH 2,5 
 
Die entwickelten Western Blots wurden von den primären und sekundären 
Antikörpern befreit, indem sie drei mal 30 Minuten bei Raumtemperatur unter schütteln mit 











10 mM Tris/HCl pH 7,5 
 
 
80-90% konfluente Zellen in einer 10 ∅ cm Schale wurden einmal mit 1 x PBS 
gespült und 300 µl heißen Lyse-Puffers wurden auf die Zellen pipettiert. Die Reste der 
lysierten Zellen wurden mit einem Zellschaber in die 300 µl Puffer abgekratzt und die DNA 
wurde durch mehrmaliges aufziehen (10 x) durch eine 27 G-Nadel geschert. Das so 
entstandene Lysat wurde in ein Eppendorf Röhrchen transferiert und für fünf Minuten bei 
95°C auf einem Thermomixer erhitzt. Die Lysate wurden bei -20°C gelagert. 
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 Aufreinigung von Tubulin aus Schweinegehirn 
 
Die Aufreinigung erfolgte nach der von Weingarten 1975 beschriebenen Methode. Da 
bei dieser Proteinaufreinigung darauf zu achten war, dass der gesamte Ablauf möglichst 
reibungslos vonstatten geht, um eine höchstmögliche Ausbeute an intaktem Tubulin zu 
erhalten, waren bereits bei Beginn der eigentlichen Arbeit alle Geräte temperiert. Der Großteil 
der Arbeiten wurde bei 4°C durchgeführt, um ein Polymerisieren des Tubulins zu verhindern, 
es sei denn es war erwünscht. Für die folgenden Arbeitsschritte und Versuche wurde stets 
PEM-Puffer verwendet und bei 4°C gearbeitet, außer es ist anders erwähnt. 
 
Transport Puffer:  
0,32 M Saccharose 
1 mM EGTA 
Plus 30 mg PIPES und mit NaOH auf pH 7,0 einstellen 
 
Extraktions Puffer: 
0,52 M Saccharose 
1 mM EGTA 
Plus 30 mg PIPES und mit NaOH auf pH 7,0 einstellen 
 
10x PEM Puffer: 
1 M PIPES 
10 mM EGTA 
10 mM MgCl2
Bei 1:10 Verdünnung sank der pH Wert auf ca. 6,8 
 
100 mM ATP Stock-Solution 
100 mM GTP Stock-Solution 
 
Die umgehend nach der Schlachtung der Schweine entfernten Gehirne (ca. 1kg; 6-8 
Stück) wurden umgehend in einen Plastiksack mit einem Liter Transport Puffer gegeben, und 
auf Eis in das Labor transportiert. Um nun das Gewicht der tatsächlich eingesetzten 
Hirnmasse zu bestimmen, wurde ein 1.000 ml Becherglas gefüllt mit 100 ml eiskaltem 
Extraktionspuffer abgewogen (=W1). Die Gehirne wurden von Bindegewebe, Gefäßen und 
Blut so gut es ging befreit und die Graue Masse (Cortex) mit einer Schere von der darunter 
liegenden, weißen Masse getrennt. Im Anschluss daran wurde die graue Masse in dem Gefäß 
mit den 100 ml Extraktionspuffer nochmals gewogen (=W2). Daraus errechnete sich die 
eingesetzte Hirnmasse (=W3): W3 = W2 –W1. Darauf hin wurde die Gehirnmasse W3 1:1 
mit Extraktionspuffer versetzt (entsprach 1ml Puffer / g Hirngewebe) und 1 mM ATP sowie 
0,1 mM GTP zugegeben. Die Gehirnmasse im Extraktions Puffer wurde drei mal zehn 
Sekunden in einem Küchenmixer zerteilt und anschließend in einem Glas-Teflon 
Homogenisator durch 4-6 Züge homogenisiert. Von diesem Homogenat wurde das Volumen 
(=S0) bestimmt und zur späteren Analyse ein Aliquot von 25 µl genommen. Der Rest wurde 
bei 4°C eine Stunde lang bei 75.000 x g zentrifugiert. Danach wurden 25 µl Proben vom 
Pellet (=P1) und vom Überstand genommen und das Volumen des Überstands (=S1) 
bestimmt. S1 wurde nun mit 1/10 10 x PEM Puffer verdünnt und Glyzerin auf eine 
Endkonzentration von 3,5 M zugegeben. Nach der Zugabe von 0,1 mM GTP wurde S1 in 
Zentrifugenröhren 45 Minuten auf 37°C in einem Wasserbad inkubiert, um das Tubulin zu 
polymerisieren. Nach Ablauf der 45 Minuten wurde S1 bei 75.000 x g in der vorgewärmten  
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Zentrifuge und dem vorgewärmten Rotor bei 37°C für 90 Minuten zentrifugiert. Von 
dem daraus resultierenden Pellet (=P2) und dem Überstand (=S2) wurden wieder die 25µl 
Aliquots genommen und das Pellet, welches jetzt den Großteil des Tubulins in polymerisierter 
Form enthielt, wurde bei 4°C in ein Becherglas überführt und mit ¼ des Volumens S1 1x 
PEM-Puffer und 1 mM GTP in einem Glashomogenisator resuspendiert (45 Min mit drei 
sanften Zügen alle 15 Minuten). Das so in PEM-Puffer resuspendierte Tubulin wurde eine 
Stunde lang bei 4° C und 75.000 x g zentrifugiert. Von dem so gewonnenen Überstand (=S3) 
und Pellet (=P3) wurden wieder 25 µl Aliquote genommen und S3 wurde auf 3,5 M Glyzerin 
gebracht und mit GTP (0,0035 x vol S3 von einer 100 mM GTP Stock Solution) versetzt und 
auf Zentrifugenbecher aufgeteilt. Danach wurde S3 erneut (bereits in den Zentrifugenbechern) 
für 45 Minuten bei 37° C im Wasserbad geschüttelt um das Tubulin zu polymerisieren. Nach 
Ablauf der 45 Minuten wurde S3 einem weiteren Zentrifugenlauf bei 37°C für eine Stunde 
mit 75.000 x g unterzogen. Die so gewonnenen Pellets (=P4) sowie der Überstand (=S4), 
wurden erneut für die spätere Analyse aliquotiert, und die Pellets in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Die schockgefrorenen Pellets wurden bei -80° C gelagert. 
 
Vor dem letzten Reinigungsschritt musste eine Phosphozellulose-Säule vorbereitet 
werden, um das Tubulin von den MAPs zu trennen. 30 g Whatmann P-11 Phosphozellulose 
wurden in zwei Litern 50% Ethanol gelöst und 30 Minuten vorsichtig gerührt. Im Anschluss 
daran wurde drei mal fünf Minuten mit ddH2O gewaschen und die Phosphozellulose in zwei 
Litern 0,5 M NaCl Lösung gelöst und 30 Minuten gerührt. Nach Ablauf der 30 Minuten 
wurde der Waschschritt wie oben beschrieben wiederholt und die Phosphozellulose (PC) in 
zwei Litern 0,5 M HCl 30 Minuten gerührt. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt und nach 
dem erneuten Waschen mit ddH2O wurde die Phosphozellulose in 2 Litern PEM-Puffer 
resuspendiert und 20 Minuten gerührt. Der Überstand dieser Lösung wurde mit NaOH auf pH 
6,1 eingestellt und weitere drei Stunden sanft gerührt. Nach diesen drei Stunden wies der 
Puffer pH 6,4 auf, woraufhin der PEM-Puffer (2 L) noch einmal gewechselt, und über Nacht 
gerührt wurde. Am nächsten Tag (ca. 10 Stunden später) war der pH-Wert zwischen 6,3 und 
6,4. 
 
Wenn Bedarf an Tubulin bestand, wurde eines der Pellets aufgetaut, einem weiteren 
Polymerisations- Depolymerisationszyklus unterzogen und in kleinen Mengen aliquotiert auf 
-80°C gelagert. Die wie oben beschrieben gewonnenen Pellets (P4) wurden in 2 ml 1 x PEM-
Puffer resuspendiert und bei 4° C eine Stunde lang in einem Glashomogenisator alle 15 
Minuten drei mal sanft homogenisiert. Diese Tubulinlösung wurde 30 Minuten bei 4° C und 
75.000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde auf 1 mM GTP gebracht und 45 Minuten im 
37° C Wasserbad polymerisiert. Nach erneuter Zentrifugation von 30 Minuten bei 37° C und 
75.000 x g wurde das Pellet in 2 ml 1x PEM Puffer und 1mM GTP 30 Minuten auf Eis in 
einen Glashomogenisator (3 Züge alle 15 Minuten) resuspendiert. Nach einem weiteren 
Zentrifugationsschritt 30 Minuten, bei 4° C und 75.000 x g wurde der so gewonnene 
Überstand auf eine wie oben beschrieben vorbereitete Phosphozellulose Säule geladen, um 
das Tubulin von den MAPs zu trennen. Während das Tubulin durch die Säule gelaufen und 
als erste nachweisbare Proteinfraktion wieder ausgetreten ist, sind die MAPs in der Säule 
festgehalten und mit 1 x PEM und 0,8 M NaCl eluiert worden. 
 






Abbildung 15 Übersicht über die in den Cosedimentationsexperimenten verwendeten Plectin Fragmente 
Die Tabelle zeigt die Kurzbezeichnung, den Plasmidnamen und die Exonzusammensetzung der verwendeten 
Plectin ABD. Die grau hinterlegten Exons kommen in der angeführten Reihenfolge in den Plectinkonstrukten 





Reines PC (Phosphozellulose) Tubulin wurde auf Eis aufgetaut und 10 Minuten bei 45.000 x 
g (4°C) in einer Beckmann Ultrazentrifuge (TLA-45 Rotor) präzentrifugiert. Der Überstand 
wurde im Anschluss mit 1 mM GTP und 10 % Glycerin (v/v) für eine Stunde bei 37°C 
polymerisiert. Nach der Polymerisation wurde die Proteinkonzentration mittels der Methode 








Bei den Versuchen wurde 2 mM GDP frisch zugegeben 
 






0;1% Triton X-100 
 
Für die Protofilament-Studien wurde Tubulin zu Ringen polymerisiert. Dazu wurden 
die Tubulinaliquots und auch die in der Cosedimentation eingesetzten Plectinkonstrukte um-
gepuffert. Der Pufferaustausch erfolgte in Microspin-Säulen (Bio-Rad) mittels Gefiltrations-
Chromatographie. Dazu wurden die Säulen mit 4 x 500 µl Puffer äquilibriert, zentrifugiert (2 
min, 4° C, 2.300 rpm) und schließlich wurden die Proteine durch Zentrifugation umgepuffert 
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(4 min, 4° C, 2.300 rpm). Die Konstrukte wurden anschließend 10 min bei 4° C und 45.000 
rpm vorzentrifugiert. Das GDP Tubulin wurde anschließend bei 37° C 30 min polymerisiert. 
 
Um die durch Polymerisation gebildeten Tubulin-Strukturen zu untersuchen, wurde 




Nach der Polymerisation wurde die Proteinkonzentration mittels der Methode nach 
Bradford bestimmt. Daraufhin wurden die Mikrotubuli mit den entsprechenden Plectin-
konstrukten für eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubations-zeit 
wurden die Reaktionsansätze bei 45.000 x g erneut für 15 min (37° C) zentrifugiert und die 
Überstände mit 5 x SDS-Probenpuffer versetzt, während die Pellets in der entsprechenden 
Menge PEM-Puffer resuspendiert wurden. Bevor die Pellets ebenfalls mit 5 x SDS-
Probenpuffer behandelt wurden, wurde noch eine Probe für Negativ-Färbungen zur 
elektronenmikroskopischen Untersuchung genommen. Im Anschluss daran wurden die mit 5 
x SDS-Probenpuffer versetzten Überstände und Pellets für fünf Minuten bei 95°C erhitzt und 





Vorbereitung der 400 Mesh Kupfer Raster (Formvar-Überzug) 
 
 
Die frisch hergestellte 0,4 % Formvar-Lösung wurde über Nacht sanft gerührt. Zur 
Herstellung des Formvar-Films wurde zunächst ein Objektträger mit dem Finger befettet und 
zweimal für ungefähr drei Sekunden in die Formvar-Lösung getaucht. Nach zirka zwei bis 
drei Minuten Trockenzeit wurde der an dem Objektträger haftende Formvar-Film mit einer 
Rasierklinge entlang der Ränder geschnitten und durch vorsichtiges Eintauchen in ein ddH2O 
gefülltes Gefäß zum Aufschwimmen gebracht. Die Kupfer Raster wurden nun mit der 
Oberseite nach unten mit einer Pinzette vorsichtig auf den schwimmenden Film gelegt. Im 
nächsten Schritt wurde der beladene, schwimmende Film mit einem neuen Objektträger aus 
dem Wasser gefischt, wobei darauf zu achten war, dass die Kupferraster mit der glänzenden 
Seite (Oberseite) nach oben auf dem Objektträger zu liegen kamen. Zum Schluss wurden die 




Die Formvar-Überzogenen Kupfer Raster mussten vor Verwendung noch mit 
Kohlenstoff bedampft werden. Dazu wurden sie in einer Edwards-Kammer nach Anleitung 




Je nach Proteinkonzentration wurden zirka 5-8 µl der Probe auf ein wie oben 
beschrieben vorbereitetes Kupfer-Raster aufgetragen und für eine Minute inkubiert. Im 
Anschluss daran wurde die Probe mit 2% Uranyl-Acetat in ddH2O gewaschen und gefärbt. 
Dazu wurde das Uranyl-Acetat für 40 Sekunden langsam über das Raster getropft. Nach 
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Ablauf dieser 40 Sekunden wurde das Raster zum Trocknen in einer Box gelagert und später 





Zur Aufnahme aller Bilder wurde ein Konfokales Laser Scanning Fluoreszenz 
Mikroskop (LSM) 510 (Zeiss) verwendet. Die Bilder wurden mit Adobe Photoshop und 
Illustrator Software nachbearbeitet. 
 
Methanolfixierung der Zellen: 
Zellen wurden für Immunofluoreszenz Aufnahmen in Kulturschalen bis zu ca. 70% 
Konfluenz wachsen gelassen, zwei mal mit 1 x PBS gewaschen und 90 Sekunden lang mit auf 
-20° C gekühltem Methanol auf einem Strata-Cooler behandelt. Danach wurde das Methanol 
so schnell wie möglich entfernt und dreimal mit 1 x PBS gewaschen. Solcher Art fixierte 
Zellen wurden in PBS bis zu einer Woche bei 4° C aufgehoben. 
 





0,02% NaN3 in 1 x PBS 
 
Die Kulturschalen wurden zirka 0,5 bis 1 cm hoch mit der Blockierlösung gefüllt und für eine 
Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt. 
 
 
Primäre Antikörper Reaktion 
 
Die Antikörper Verdünnungen wurden mit Blockierlösung und der entsprechenden 
Konzentration des primären Antikörpers (siehe Abb. 17) hergestellt. Die bereits blockierten 
Kulturschalen wurden mit einem Fettstift in vier gleichgroße Bereiche geteilt und in jede 
dieser so entstandenen Zonen wurden zirka 150 µl der Antikörper Verdünnungen aufgetropft 





Die Kulturschalen wurden nach Ablauf der Stunde drei mal zehn Minuten unter Schütteln mit 
1x PBS gewaschen. 
 
Sekundäre Antikörper Reaktion 
 
Die sekundären Antikörper wurden in entsprechender Konzentration (siehe Abb. 18) 
mit 1 x PBS verdünnt und zirka 150 µl von den Verdünnungen wurden für eine Stunde auf die 
entsprechenden Bereiche aufgebracht. Nach Ablauf der Stunde wurde der Waschschritt wie 
oben beschrieben wiederholt und die markierten Bereiche für die Untersuchung unter dem 
Mikroskop eingebettet. 
 







6 g Glyzerin 
2,4 g Moviol wurden in 
6 ml ddH2O gelöst und zwei Stunden gerührt 
12 ml 0,2 M Tris/HCl pH 5,8 beigegeben und zehn Minuten gerührt 
Auf 50° C erhitzt und 15 Minuten bei 5000 x g abzentrifugiert. 
Der so gewonnene Überstand wurde bei -20° C gelagert und für die Fixierung verwendet. 
 
Die Kulturschalen wurden nach dem letzten Waschschritt zweimal mit ddH2O gespült 
um im weiteren Verlauf die Bildung von unerwünschten Salzkristallen aus PBS-Resten zu 
vermeiden. Nach vorsichtiger Entfernung des Wassers wurden die einzelnen Bereiche mit 8 
µl der Moviol Lösung bedeckt und die Deckgläser vorsichtig darüber gelegt, um Luft-
blasenbildung zu vermeiden. Die so präparierten Proben wurden zum Aushärten 24 Stunden 
im Dunklen bei Raumtemperatur aufbewahrt. 
 
Die folgenden Tabellen zeigen die verwendeten Antikörper und deren Verdünnungen 






Abbildung 16 Primäre Antikörper IF-Mikroskopie. 
Die bei Immunfluoreszenzaufnahmen verwendeten Verdünnungen der primären Antikörper, sortiert nach 






Abbildung 17 Sekundäre Antikörper IF-Mikroskopie. 
Die Verdünnung der bei Immunfluoreszenzaufnahmen verwendeten sekundären Antikörper 
Nach Wirt, Ziel und Konjugat sortiert. 
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B16F1 Maus Melanomazellen 
B16F10 Maus Melanomazellen 
 
Fidler konnte bereits 1973 zeigen, dass es sich bei B16F10 Maus Melanomazellen um 
eine pigmentierte Melanoma Zelllinie handelt (Fidler, 1973). Weiters konnte gezeigt werden, 
dass diese Zelllinie Melanosomen produziert und den von uns gewählten Melanosomen-
marker Myosin Va exprimiert (Nasciemento et al., 1997). 
 
 
Auftauen von Zellen 
 
Zellen wurden in einem 37° C Wasserbad aufgetaut und rasch in ein 15 ml Greiner-
röhrchen, gefüllt mit 10 ml des entsprechenden Wachstumsmediums, überführt. Nach zwei 




Kultivierung der Zelllinien 
 
Starkes Trypsin/EDTA: 
  0,25 % Trypsin 
  2 % EDTA 
  Steril filtriert und bei -20°C gelagert 
 
Schwaches Trypsin/EDTA: 
  0,05 % Trypsin 
  0,2 % EDTA 
  Steril filtriert und bei -20°C gelagert 
 
B16F1 und B16F10 Zellen wurden in DMEM mit 10 % FCS, 2 mM L-Glucose, 50 
µg/ml Streptomycin und 50 U/ml Penicillin bei 37° C und 5 % CO2 kultiviert. Die Zellen 
wurden bei 80-90 % Konfluenz in einem Verhältnis von 1:4 im Falle von B16F1 und 1:10 im 
Falle von B16F10 geteilt und das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Um die Zellen 
von den Schalen abzulösen, wurde das Medium abgesaugt und die Schale mit 1 x PBS 
gespült. Abhängig von der Größe der Kulturschale wurde im Fall von B16 Zellen starkes  
 
Trypsin/EDTA (3ml für 10 cm Schale, 1 ml für 6 cm Schale) für ungefähr drei 
Minuten auf die Zellen gebracht und nach Ablauf der Zeit  wurde die Aktivität des Trypsins 
durch Zugabe von Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde von der Platte in ein Greiner-
Röhrchen überführt und die Zellen für drei Minuten bei 1.000 u/min pelletiert. Die pelletierten 
Zellen wurden nach Entfernung des alten Trypsin/Mediumgemischs in frischem Wachstums-
  - 32 -
medium resuspendiert und entsprechend der Teilungsrate auf neuen Platten im Verhältnis 1:4 
(B16F1) oder 1:10 (B16F10) ausgesät. 
 
Um eine entsprechende Menge an Zellen für eine Kultivierung in einer Rollflasche zu 
haben, mussten die Zellen einer konfluenten 10 cm Kulturschale in die Rollflasche überführt, 
mit 200 ml Wachstumsmedium versehen und für ungefähr zehn Sekunden mit CO2 begast 
werden, um eine entsprechende CO2-Atmosphäre für die Zellen zu schaffen. Nach zwei 
Tagen Inkubation bei 1/3 Umdrehungen pro Minute und 37° C wurde das Medium gewechselt 




Differenzierung von B16F10 Zellen 
 
Pro-Melanogene Bedingungen: 
Zur Induktion der Melaninproduktion in B16F10 Zellen wurden dem Kulturmedium 0,4 µM 
Melanocyten-stimulierendes-Hormon (α-MSH, Sigma) und 0,5 mM 3-Isobutyl-1-methyl-
xanthin (IBMX, Sigma) zugeführt (Nascimento et al. 1997). Nach Inkubation für 48 Stunden 
unter den Standardkulturbedingungen wurden die Zellen fixiert.
 
Pro-Migratorische Bedingungen: 
Um die Zellmigration und damit verbunden die Lamellipodienbildung in den B16F10 Zellen 
anzuregen, wurden diese auf mit Laminin1 (LN1, Sigma) überzogenen Kulturschalen 
ausgesät und mit Phorbol 12-myristat 13-acetat, (PMA, Calbiochem) 100 ng/ml Final-
konzentration behandelt (Ballestrem et al., 2000). 60 Minuten nach der Behandlung wurden die 
Zellen fixiert.  
 
 
Subzelluläre Fraktionierung von Melanomazellen 
 
Für die Subzelluläre Fraktionierung wurde die Methode von Seiji et al., 1963 abgeändert nach 
Nascimento et al., 1997 verwendet und ebenfalls leicht modifiziert. 
 
Extraktionspuffer: 40 mM HEPES  pH 7.7 
   10 mM EDTA 
   5 mM ATP (Frisch bei Gebrauch zugegeben) 
   1 Protease Inhibitor Tablette / 4 ml Puffer (Frisch bei Gebrauch zugegeben) 
 
Nachdem die Zellen die gewünschte Dichte erreicht hatten, wurden sie auf Eis mit 
einem Zellschaber abgeerntet, mit einem fünffachen Volumen an Puffer verdünnt und auf Eis 
in einem Glas-Glas Homogenisator (20 Züge) aufgebrochen. Alle Arbeitsschritte wurden bei 
4° C und auf Eis durchgeführt, um Protease Aktivität gering zu halten. Um die Effizienz des 
mechanischen Zellaufschlusses zu überprüfen, wurden kleine Mengen des Homogenats unter 
dem Lichtmikroskop untersucht, um festzustellen wie viele der Zellen tatsächlich aufge-
brochen waren. Das Volumen des so gewonnenen Homogenats wurde bestimmt (=X ml) und 
für zehn Minuten bei 700 x g (4° C) zentrifugiert (P1 und S1). Der so entstandene Überstand 
(S1) wurde bei 11.000 x g für weitere 10 Minuten (4° C) zentrifugiert, um Pellet P2 und 
Überstand S2 zu erhalten. Das Pellet (P2) wurde in X ml Extraktionspuffer mit 0,3 M 
Saccharose resuspendiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 15.000 x g für 10 
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Minuten (4° C) wurden die LGF (= P3) und der Überstand S3 erhalten. Die LGF (large 
granular fraction) wurde in 1/6 X ml Extraktionspuffer (mit 0,3 M Saccharose) resuspendiert 
und auf einen zuvor vorbereiteten Saccharose-Gradienten geladen. 
 
Abbildung 18 Saccharose Gradient für die Subzelluläre Fraktionierung. 
 
Dieser Gradient wurde in einem Sw40Ti Schwingbecher Rotor bei 100.000 x g bei 
langsamer Beschleunigung und ohne Bremsen zentrifugiert, um den Gradienten nicht zu 
beschädigen. Die so gewonnenen Zonen wurden nach der Zentrifugation einzeln ab-
genommen und mit 5 x SDS-Probenpuffer versehen und bei -20°C für die spätere 
Untersuchung gelagert. Das schwarze Melanosomenpellet am Boden des Zentrifugen-
röhrchens wurde in 1 ml Extraktionspuffer resuspendiert und ebenfalls mit 5 x SDS-
Probenpuffer aufgekocht und bei -20°C gelagert. 
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 3. Ergebnisse 
 
Durch die zwei unterschiedlichen Fragestellungen, in die sich diese Diplomarbeit teilt (siehe 
Kapitel1.3), gliedert sich auch der Ergebnis und Diskussionsteil in jeweils 2 Kapitel. Teil eins 
befasst sich mit der Plectin – Melanosomen Interaktion und Teil zwei behandelt die 
Interaktion des Plectin N-Terminus mit Tubulin/MT. 
3.1. Plectin – Melanosomen Interaktion 
Analyse der Proteinexpression von Plectin 1c und Myosin Va in B16F10 
Zellen 
 
Da B16F10 Maus Melanomazellen, wie im Material und Methodenteil beschrieben, 
Melanosomen produzieren und Myosin Va exprimieren musste noch festgestellt werden, ob 
sich diese Zellen für unsere Versuche eignen. Dazu wurde zunächst die Plectin 1c-Expression 





Abbildung 19. Plectin1c und Myosin Va-Expression in B16F10 Zellen. 
Western-Blot Analyse von B16F10 Totalzelllysaten mit Antiseren gegen Myosin Va (7p23, 7p24) und Plectin 
Isoform 1c (E1c) gerichteten Antikörpern. Die Zellen wurden in Kulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert und 
im Anschluss mit SDS-Lyselösung (siehe Material und Methoden) lysiert. Sowohl anti-Plectin 1c als auch anti-
Myosin Va Antikörper dekorierten Banden der zu erwartenden Größen. Das Signal des anti-Myosin Va- 
Antiserums 7p24 war zwar stärker als das von 7p23, zeigte aber schwache Kreuzreaktion (Asterisk). 
 
Wie aus Abbildung 19 zu ersehen, wird unter normalen Kulturbedingungen sowohl 
Plectin 1c als auch Myosin Va in B16F10 Zellen exprimiert. Obwohl das bei Verwendung 
von anti-Myosin-Antikörpern 7p23 erhaltene Signal schwächer war als das, mit anti-Myosin-
Antikörper 7p24 erhaltene, wurde in weiterer Folge immer Antikörper 7p23 verwendet, da 
dieser keine Kreuzreaktivität mit anderen Proteinen aufwies. Mit Antikörper 7p24 war eine 
weitere, wenn auch schwache, Bande zu erkennen. Diese unspezifische Reaktion war der 
Grund, warum Antikörper 7p23 den Vorzug gegenüber dem 7p24 Myosin Va-Antikörper 
erhielt. Klar zu ersehen ist jedoch, dass beide Antikörperspezies Antikörper die erwartete 
Myosin Va-Bande bei 190kD erkannten. 
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 Unterschiedliche Expression der Plectin-Isoformen 1c und 1 unter 
verschiedenen Kulturbedingungen 
 
Nachdem der Beweis erbracht worden war, dass B16F10 Zellen Plectin1c 
exprimieren, sollte geklärt werden, welche anderen Plectin Isoformen in diesen Zellen zu 
finden sind und auch, ob die Zellen je nach Kulturbedingungen verschiedene Isoformen 
unterschiedlich stark exprimieren. Zu diesem Zweck wurden B16F10 Zellen entweder mit 
IBMX und α-MSH behandelt (pro-melanogene Konditionen) oder auf Laminin 1-
beschichteten Zellkulturschalen in Gegenwart von PMA kultiviert (pro-migratorische 
Bedingungen) und danach die Plectin-Isoformexpression mit der von Zellen unter normalen 
Wachstumsbedingungen verglichen. Um diesen Vergleich anstellen zu können, mussten die 




Abbildung 20. Coomassie-Färbung eines 10% SDS-PA-Gels, mit B16F10 Zelllysaten, die unter 
verschiedenen Kulturbedingungen kultiviert wurden. 
Spuren 1, Proteinstandard; 2, Zelllysat pro-migratorisch differenzierter Zellen; 3, Zelllysat pro-melanogen 
differenzierter Zellen; 4, Zelllysat undifferenzierter Zellen. Pfeilspitze: Referenzprotein das zur Normalisierung 
herangezogen wurde. 
 
Um die Proteinmengen der einzelnen Lysate anzugleichen, wurde ein PA-Gel mit 
gleichen Mengen der verschiedenen Zelllysate beladen. Nach erfolgter elektrophoretischer 
Auftrennung der Proteine wurde der Proteingehalt einer Coomassie-gefärbten Proteinbande 
densitometrisch ermittelt und zwischen den verschiedenen Lysaten verglichen. Entsprechend 
der gemessenen Signalstärke eines beliebig gewählten Referenzproteins (hier bei ~50 kD) 
wurde errechnet, wie viel des jeweiligen Lysats geladen werden musste, um gleiche Gesamt-
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mengen an Protein einzusetzen (Abb. 20). Mittels Western-Blot Analyse wurden dann die 




Abbildung 21. Western Blot Analyse der Expression verschiedener Plectin-Isoformen in B16F10 Zellen, 
die unter verschiedenen Bedingungen kultiviert wurden. 
Veränderung der Expressionsmengen verschiedener Plectin-Isoformen in Abhängigkeit der Kultivierungs-
bedingungen von B16F10 Zellen. (A) Western Blots. (B) Quantifizierung der Western Blots aus (A). Dargestellt 
wurden die Protein Expressionsmengen relativ zur Expression unter Standardkulturbedingungen (100%). 
Während unter basalen Wachstumskonditionen Plectin 1 die am stärksten exprimierte Isoform zu sein scheint, 
kommt es unter pro-melanogenen Wachstumsbedingungen zu einer Erhöhung der Plectin 1c Expression. (A) 
Dies ist vermutlich auf eine gesteigerte Plectin 1c Expression zurückzuführen. (B) Unter pro-migratorischen 
Bedingungen kommt es zu einer Erhöhung des Plectin1 Levels.  
 
 
Die Western Blot-Analyse zeigte, dass unter normalen Kulturbedingungen die Plectin 
1 Isoform stärker exprimiert wurde als unter pro-melanogenen Bedingungen (Abb. 21 A, B). 
Im Falle der Isoform 1c war es umgekehrt. Unter pro-melanogenen Wachstumskonditionen 
war eine generelle Erhöhung der Plectin Expression zu beobachten, die wahrscheinlich auf die 
erhöhte Plectin 1c Expression zurückzuführen war. Die Expression von Plectin 1 war unter 
diesen Bedingungen erniedrigt. Betrachtet man die Plectin-Expression unter pro-migra-
torischen Bedingungen, so stellen wir fest, dass die Expression der Isoform 1 im Vergleich zu 
normalen Wachstumsbedingungen zunahm (Abb. 21 A, B). Diese Resultate zeigten, dass 
verschiedene Plectin-Isoformen in B16F10 Zellen unter verschiedenen Kulturbedingungen 
unterschiedlich stark exprimiert werden. Die Erhöhung der Plectin 1c Expression unter pro-
melanogenen Bedingungen könnte man als ersten Hinweis auf eine mögliche Rolle von 
Plectin im Melanosomentransport interpretieren. Ähnlich war in anderen Studien gezeigt 
worden, dass die Expression von Komponenten des Melanosomen-Transport-Systems, wie 
Myosin Va oder Rab27, unter pro-melanogenen Kulturbedingungen hoch-reguliert wird 
(Passeron et al., 2004). 
 
 
Zelluläre Verteilung von Plectin 1c in B16F10 Zellen 
 
Basierend auf den Plectin-Isoform-Expressionsdaten sollte untersucht werden, ob die 
pro-melanogenen Bedingungen zusätzlich zur Erhöhung der Plectin 1c Expression auch zu 
  - 37 -
einer Umverteilung von Plectin 1c in den B16F10 Zellen führen. Dazu wurden B16F10 Zellen 
unter den oben erwähnten Kulturbedingungen gezüchtet, fixiert und mittels Immuno-




Abbildung 22. IFM unter Normalbedingungen kultivierter B16F10 Zellen (70% konfluent). 
Antigene wie angegeben. Zur Detektion von Plectin wurde Antiserum #46 verwendet. Pfeile, Colokalisation von 
Actin und Plectin. 
 
Immunfärbungen mit einem anti-pan Plectin Antiserum (Serum #46), welches gegen 
alle Plectin-Isoformen gerichtet ist, zeigten in undifferenzierten B16F10 Zellen ein deutlich 
filamentöses Verteilungsmuster von Plectin (Abb. 22, A; Pfeil). Ein ähnliches Muster wurde 
auch für die Plectin-Isoform 1c gefunden (Abb. 22, D; Pfeil). Doppelimmunfärbungen zeigten 
eine partielle Colokalisation von Plectin und Isoform 1c und Actinfilamenten im Cytoplasma 
von B16F10 Zellen (Abb. 22, C,F; Pfeile). Doppelimmunfärbungen unter Verwendung von 
Antikörpern gegen Plectin 1c und α-Tubulin zeigten darüber hinaus auch eine partielle 
Colokalisation von Plectin und Isoform 1c und Mikrotubuli (Abb. 23, C,F; Pfeile). Bei 
stärkerer Vergrößerung wurde deutlich, dass Plectin 1c-positive, punktförmige Strukturen in 
diskontinuierlicher Verteilung entlang von Mikrotubuli aufgereiht waren (Abb. 23, G-I). Ein 
ähnliches Verteilungsmuster von Plectin 1c war zuvor schon in kultivierten Keratinocyten und 
neuronalen Zellen beobachtet worden (Andrä et al., 2003) R. Garcia De La Cruz-Valencia und 
G. Walko, unpublizierte Daten. Darüber hinaus war eine Verteilung von Plectin 1c entlang 
von Mikrotubuli auch in primären Melanocyten gezeigt worden (R. Garcia De La Cruz-
Valencia, unpublizierte Daten). Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie des basalen 
Bereiches von B16F10 zeigten eine Akkumulation von Plectin 1c in Vinculin-positiven, 
fokalen Adhäsionskontakten (Zamir et al., 2000; Wu, 2007) (Abb. 24, C,F; Pfeile). 
Interessanterweise waren aber nicht alle fokalen Adhäsionskontakte plectin-positiv (Abb. 24, 
F, Pfeilspitzen), aber vor allem jene, die sich unterhalb des Zellzentrums befanden, also eher 
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älteren, „reifen“ Kontakten entsprachen (Abb. 24, D-F, Pfeile). Im Gegensatz dazu schienen 
die jüngeren „unreifen“ Adhäsionskontakte an der Zellperipherie meistens Plectin 1c-negativ 




Abbildung 23. IFM unter Normalbedingungen kultivierter B16F10 Zellen (70% konfluent). 
Antigene wie angegeben. Zur Detektion von Plectin wurde Antiserum #46 verwendet. Pfeile, Colokalisation von 
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Abbildung 24. IFM unter Normalbedingungen kultivierter B16F10 Zellen (70% konfluent). 
Antigene wie angegeben. (A-F) Pfeile, Colokalisation von Vinculin und Plectin Isoform 1c; Pfeilspitzen, 
Adhäsionskontakte ohne Plectin. (G,H) Pfeile, Fokale Adhäsionskontakte; Pfeilspitzen, Stressfasern. 
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Abbildung 25. IFM unter pro-migratorischen Bedingungen kultivierter B16F10 Zellen (70% konfluent). 
Antigene wie angegeben. Zur Detektion von Plectin wurde Antiserum #46 verwendet. Pfeile, Colokalisation von 
Actin und Plectin. 
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Abbildung 26. IFM unter pro-melanogenen Bedingungen kultivierter B16F10 Zellen (>70% konfluent). 
Antigene wie angegeben. Zur Detektion von Plectin wurde Antiserum #46 verwendet, zur Detektion von Myosin 
Va Antiserum 7p23. Pfeile, Colokalisation von Actin und Plectin oder Actin und Myosin Va. 
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Abbildung 27. IFM unter pro-melanogenen Bedingungen kultivierter B16F10 Zellen (>70% konfluent). 
Antigene wie angegeben. Zur Detektion von Plectin wurde Antiserum #46 verwendet, zur Detektion von Myosin 
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Eine Z-Projektion von mehreren optischen Schnitten durch eine B16F10 Zelle zeigte 
deutlich die Anhäufung von Plectin 1c an der Zellperipherie, während im Cytoplasma ein 
filamentöses Verteilungsmuster von Plectin 1c dominierte (Abb. 24, G). Doppel-
immunfärbungen von Plectin 1c und Actin ergaben, dass Plectin 1c im basalen Bereich der 
Zelle nicht nur in fokalen Adhäsionskontakten lokalisiert war, sondern auch entlang von 
Stressfasern, die in fokalen Adhäsionskontakten mündeten (Abb. 24, H). 
 
Unter pro-migratorischen Bedingungen war Plectin (1c) hauptsächlich in Membran-
Ruffles und an der Führungskante von Lamellipodien zu finden (Abb. 25, C,F,I,L).  
 
Zusammengefasst wurde sowohl eine partielle Colokalisation von Plectin 1c mit 
Actinfilamenten und fokalen Adhäsionskontakten, als auch mit Mikrotubuli beobachtet. Diese 
Ergebnisse sprechen dafür, dass Plectin 1c nicht nur an Actin, sondern auch an Mikrotubuli 
binden kann. 
 
Kultivierung von B16F10 Zellen unter pro-melanogenen Kulturbedingungen führte zu 
einer dramatischen Veränderung der Zellmorphologie, bei der die Zellen eine sternförmige 
Struktur mit dentritenartigen Fortsätzen bekamen (Abb. 26, 27) (Nascimento et al., 1997). Actin 
und Myosin Va akkumulierten beide an den Spitzen dieser Dentriten (Abb. 26, B, E, G-I; 
Pfeile), wie bereits zuvor beschrieben worden war (Chakraborty et al., 2003; Nascimento et al., 
1997; Bahadoran et al., 2003). Zur Akkumulation dieser beiden Proteine an den dentritischen 
Spitzen kommt es durch das Einfangen von Myosin Va-assoziierten Melanosomen am Actin-
reichen Cortex der Dentriten (Wu et al., 1998; Nascimento et al.; 1997; rezensiert in Aspengren et 
al., 2009). Interessanterweise kam es unter pro-melanogenen Kulturbedingungen auch zu einer 
Akkumulation von Plectin  1c an den dentritischen Spitzen (Abb. 26, C,F; Pfeile). Im 
Gegensatz dazu akkumulierten Mikrotubuli unter pro-melanogenen Kulturbedingungen nicht 
in den dentritischen Spitzen (Abb. 27, B, E, H), was im Einklang mit. bereits publizierten 
Daten früherer Untersuchungen des Melanosomentransports steht (Wu et al., 1998).  
 
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass Plectin 1c in B16F10 Zellen 
bevorzugt mit Actin-reichen Strukturen assoziiert ist und dass es unter Kulturbedingungen, 
die zu einer erhöhten Produktion von Melanin und zu verstärkter Akkumulation von 
Melanosomen an den Spitzen der dentritenartigen Fortsätze führen, auch zu einer 
Akkumulation von Plectin 1c in den dentritenartigen Fortsätzen kommt. Diese Befunde 
deuten darauf hin, dass Plectin 1c eng mit dem Actin-Cytoskelett der Melanocyten und 
möglicherweise mit Melanosomen assoziiert ist. Des Weiteren konnte auch eine partielle 
Colokalisation mit MT dokumentiert werden. Um zu testen, ob Plectin 1c mit Melanosomen 
assoziiert ist, wurde in weiterer Folge eine subzelluläre Fraktionierung durchgeführt. 
 
Cosedimentation von Plectin 1c mit Melanosomen 
 
Unter pro-melanogenen Kulturbedingungen differenzierte B16F1 Zellen (siehe Kapitel 
2.2) wurden mit einem Glas auf Glas Homogenisator aufgebrochen und das daraus 
resultierende Homogenat mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten zentrifugiert, um zelluläre 
Vesikel und Organellen entsprechend ihrer Größe aufzutrennen. Für dieses Experiment 
wurden B16F1 Zellen verwendet, da sie deutlich intensiver pigmentierte Melanosomen 
besitzen als die zuvor verwendeten B16F10 Zellen. Nach jedem einzelnen Schritt wurden 
Proben genommen, um diese bei späteren Tests auf das Vorhandensein von Plectin und 
Myosin Va zu testen. In einem letzten Schritt wurde die großgranuläre Fraktion (LGF),  
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welche unter anderem auch Melanosomen und die mit Ihnen assoziierten Bestandteile 
des Melanosomen-Transportkomplexes enthalten sollte, auf einen Saccharose-Gradienten 
aufgetragen und anschließend ultrazentrifugiert. Die Melanosomen konnten am Ende der 
Zentrifugation als schwarzes Melanosomen Pellet am Boden des Zentrifugenröhrchens 
gefunden werden. Alle während des Experiments genommenen Proben wurden mittels SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt, und mittels Western-Blot-Analyse auf das Vorhanden-
sein von Plectin, Isoform 1c und Myosin Va (als Marker für das Melanosomen-assoziierte 




Abbildung 28. Coomassie – gefärbtes 10% SDS PA-Gel beladen mit Proben der subzellulären 
Fraktionierung. 
Spuren 1, Proteinstandard; 2, Pellet der ersten Zentrifugation (P1); 3, dazugehöriger Überstand (SN1); 4, 
Überstand der zweiten Zentrifugation (SN2); 5, die großgranuläre Fraktion (LGF). 
 
Von besonderem Interesse war das resuspendierte Melanosomen Pellet, da hier, sollte 
es tatsächlich eine Assoziation von Plectin beziehungsweise der Isoform 1c mit Melanosomen 
geben, von sowohl Plektin als auch Myosin Va eine Bande bei der entsprechenden Protein-
größe zu erwarten war.  
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Abbildung 29. Western-Blot Analyse von Proben der subzellulären Fraktionierung. 
IBMX/αMSH differenzierte B16F1 Zellen wurden einer subzellulären Fraktionierung unterzogen und die 
einzelnen Fraktionen auf das Vorkommen von Plectin, Isoform 1c und Myosin Va untersucht. (A) Western-Blot 
unter Verwendung von Antiserum gegen alle Plectin-Isoformen (Serum #9) (B) Antikörpern gegen Plectin-
Isoform 1c (C) und Antiserum gegen Myosin Va (7p23). Der Überstand (SN1) und das Pellet (P1) der ersten 
Zentrifugation, der Überstand (SN3) und das Pellet (LGF) des dritten Zentrifugationsschrittes wurden auf 10% 
PA-Gele aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss wurden die Gele mittels Western-Blot auf 
das Vorhandensein von Plectin, Isoform 1c und Myosin Va geprüft. 
 
 
Aus Abbildung 29 ist klar ersichtlich, dass sowohl Antiserum #9 als auch Plectin 1c 
isoformspezifischer Antikörper, sowie Myosin Va Antikörper 7p23 entsprechende Proteine 
im Melanosomenpellet erkannten. Dieses Ergebnis zeigte, dass in B16F1 Zellen zumindest 
eine Fraktion Plectin 1c mit Melanosomen assoziiert ist. 
 
 
3.2. Interaktion des N-Terminus von Plectin mit Tubulin/MT 
Ist die vom Plectin Exon 1c kodierte Aminosäuresequenz direkt für die 
Interaktion mit MT verantwortlich? 
 
Wie in dieser Arbeit (Abb. 23) demonstriert werden konnte, zeigten B16F10 
Melanomazellen eine partielle Colokalisation von Plectin 1c mit MT. Ähnliche Beobachtun-
gen waren auch zuvor schon in Keratinocyten gemacht worden (Andrä et al., 2003), wobei nur 
Plectin 1c, aber keine andere Isoform Colokalisation mit MT gezeigt hatte. Des Weiteren war 
eine Cosedimentation von endogenem Plectin 1c mit aus Keratinocyten und Neuro-
blastomazellen stammenden MT beobachtet worden (G. Walko, unpublizierte Daten). 
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Abbildung 30. Sequenzvergleich der repetitiven MT-Bindungssequenzen der MT-Bindungsdomänen 
verschiedener MAPs der MAP2/Tau Familie mit der von Plectin Exon 1c codierten AS-Sequenz. 
Rot: Basische AS. Blau: ungeladene Polare AS; Serin oder Threonin. Schwarz hinterlegt: Idente AS an genauer 
Position. Dunkelgrau hinterlegt: polare/unpolare Seitenketten an konservierter Stelle. Hellgrau hinterlegt: 
Konservierte Lysin Reste 
 
Um zu analysieren, ob die vom Plectin Exon 1c kodierte AS-Sequenz als MT-
Bindungsmotiv fungieren könnte, wurde zunächst ein Sequenzvergleich mit MT-Bindungs-
domänen von MAPs durchgeführt. Interessanterweise zeigte die von der Plectin Exon 1c-
kodierten Sequenz tatsächlich eine Ähnlichkeit zu den MT-Bindungsdomänen von Proteinen 
der MAP2/Tau Familie (Abb. 30). 
 
 
Die von Plectin-Exon 1c kodierte AS-Sequenz vermittelt alleine keine 
spezifische Bindung an MT. 
 
Vorversuche hatten bereits gezeigt, dass N-terminale Plectinproteinfragmente, welche 
die Exon 1c-kodierten Sequenzen beinhalten, in vitro stärker mit MT cosedimentierten, als 
Proteinfragmente, die Exon 1a-kodierte Sequenzen enthielten (L. Janda, nicht publizierte 
Daten). Allerdings war in diesen Experimenten nie auf das Vorhandensein von korrekt ausge-
formten MT geachtet worden. Wie sich später herausstellte, war in den Vorversuchen nur mit 
aggregiertem Tubulin anstatt intakten MT gearbeitet worden. 
 
Um zu prüfen, ob die Plectin-Exon 1c-kodierte Sequenz tatsächlich eine direkte 
Bindung von Plectin an intakte MT vermitteln kann, wurden erneut rekombinant hergestellte 
Proteinfragmente der Actin-Bindungsdomänen der Plectin-Isoformen 1c und 1a, kodiert von 
Exons 1c-8, bzw. 1a-8, auf Cosedimentation mit MT untersucht. Bei jedem Experiment wurde 
die Qualität der erzeugten MT mittels EM kontrolliert (Abb. 31). 
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Abbildung 31. EM von in vitro polymerisierten MT 
(A) Gesamtaufnahme eines Mikrotubulus. (B) Vergrößerung des Ausschnittes links. Deutlich sind einzelne 
Protofilamente zu erkennen. Balken: 200 nm. 
 
Zuerst sollte die Bindungsfähigkeit der Plectin-Proteinfragmente P1c-8 und P1a-8 an 
MT überprüft werden. Um einen etwaigen Sättigungseffekt der Bindung verschiedener 
Plectin-Isoformen an MT zu beobachten, wurden die Cosedimentationen mit MT und den 
Plectin Proteinfragmenten P1c-8/P1a-8 in den molaren Verhältnissen 1:3, 1:5 und 1:7 
durchgeführt. Die Abbildung 32 zeigt Gelfotos dieser Experimente. 
 
Wie aus Abbildung 32 ersichtlich, ließ sich für Plectin 1a-8 sowie für Plectin 1c-8 nur 
eine relativ schwache Cosedimentation mit Tubulin beobachten. Im Falle von Plectin 1a-8 
zeigte sich ein leichter Sättigungseffekt bei der Cosedimentation, d.h. bei niedriger 
Konzentration von P1a-8 (molares Verhältnis MT:P1a-8 = 1:7) sedimentierte im Vergleich zu 
dem Versuch im molaren Verhältnis 1:3 mehr Protein mit MT (Abb. 32, C). Dies war bei P1c-
8 nicht der Fall (Abb. 32, A, B).  Ein möglicher Grund dafür könnte sein, dass Plectin 1a-8 
deutlich stärker als 1c-8 dazu neigte, selbst zu aggregieren und auch in der Kontrolle (ohne 
Tubulin) teilweise als Sediment zu finden war (Abb. 32, B, C). 
 
In einem nächsten Schritt sollte geprüft werden, ob die 
Zentrifugationsgeschwindigkeit die Cosedimentationsresultate beeinflussen könnte. Dazu 
verglichen wir Zentrifugationen bei 13.762 x g und 100.000 x g. In Abbildung 33 wurden die 
Plectin-Proteinfragmente P1c-8, P1a-8 und P2-8 (ABD ohne N-terminale Isoform-spezifische 
Sequenz) miteinander verglichen. Wie ersichtlich, polymerisierte das Tubulin nur sehr 
schlecht aus, daher wurde der Versuch wiederholt. Da sich bei Zentrifugationsgeschwindig-
keiten von 13.762 x g gegenüber 100.000 x g kein Unterschied im Sedimentationsverhalten 
der MT zeigte, wurde für weitere Experimente die niedrigere Zentrifugationsgeschwindigkeit 
gewählt.  
 
Abbildung 34 gibt die Wiederholung des Versuchs mit gut auspolymerisiertem 
Tubulin wieder. Alle drei Plectin Isoform-ABD Fragmente zeigten ähnlich schwache 
Cosedimentation. Auch in diesem Versuch war gut zu erkennen, dass P1a-8 auch in der 
Kontrolle leicht aggregierte und somit auch in der Kontrolle im Pellet zu finden war. 
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Abbildung 32. Cosedimentation von unterschiedlichen Plectin-Isoform N-Termini mit MT.  
Um zu überprüfen, ob es zu konzentrationsabhängigen Sättigungseffekten bei der Cosedimentation kommt, 
wurden die Plectin Proteinfragmente P1c-8 und P1a-8 in den molaren Verhältnissen 1:3, 1:5, und 1:7 (Plectin 
Protein zu Tubulin) Cosedimentationen unterzogen. (A) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-7, P1c-8/MT in 
den molaren Verhältnissen, 1:3/1:5. (B) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-13, P1c-8/MT in dem molaren 
Verhältnis, 1:7; Spuren 8-13, P1a-8/MT in dem molaren Verhältnis 1:3 (C) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 
2-13, P1a-8/MT in den Molaren Verhältnissen 1:5/1:7. Proben der Pellet (P) Überstand (S) Fraktionen wurden 
elektrophoretisch auf 10% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blau angefärbt. Die Gele 
wurden gescannt und densitometrisch ausgewertet. 
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Abbildung 33. Cosedimentation von Plectin (Isoform) ABD-Proteinfragmenten mit MT bei 
unterschiedlicher Zentrifugationsgeschwindigkeit 
Die Plectin Proteinfragmente 1c-8, 1a-8 und 2-8 wurden im molaren Verhältnis 1:10 zu Tubulin auf ihre 
Cosedimentationsfähigkeit bei niedriger und bei hoher Zentrifugationsgeschwindigkeit getestet.  
13.762xg, 30min (A) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-9 Kontrollen; 10-15 Tubulin und Plectin-Isoform- 
Gemische. 100.000xg, 30min (B). Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-9 Kontrollen; 10-15 Tubulin und 
Plectin-Isoform-Gemische. Proben der Pellet- (P) und Überstand- (S) Fraktionen wurden elektrophoretisch auf 
SDS-10% PA-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blau angefärbt. Die Gele wurden gescannt und 
densitometrisch ausgewertet. 
 
  - 50 -
 
Abbildung 34 Cosedimentation verschiedener Plectin (Isoform)-ABD Proteinfragmente mit MT. 
Cosedimentation von Tubulin mit den Plectin Fragmenten 1c-8,1a-8 und 2-8 in den Verhältnissen 1:10:10:10 
 (A) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-9, Kontrollen.(B) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-7, 
Cosedimentation der verschiedenen Plectin-Isoformen mit MT (C) Statistische Auswertung der Verteilung der 
Plectin ABD-Proteinfragmente in Überstand und Pellet-Fraktionen. Proben der Pellet (P) Überstand (S) 
Fraktionen wurden elektrophoretisch auf 10% SDS-PA-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blau 
angefärbt. Die Gele wurden eingescannt und mittels Densitometrie ausgewertet. 
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 Die Plectin-Isoform 1c-spezifische ABD bindet nicht an Tubulin-
Protofilamente. 
 
Im Bezug auf das in den ursprünglichen Cosedimentationsexperimenten verwendete 
Tubulin war gezeigt worden, dass es, wenn es über einen längeren Zeitraum auf -80°C 
gelagert wird, seine Fähigkeit zur Ausbildung stabiler Mikrotubuli verliert. Anstelle dessen 
fängt es an zu aggregieren und Zink-Blatt ähnliche Strukturen auszuformen (Lubomir Janda, 
unveröffentlichte Daten). Auf diese Daten aufbauend sollte untersucht werden, ob das Plectin-
Proteinfragment P1c-8 eine vorzugsweise mit Tubulin-Protofilamenten interagiert. Um 
sicherzustellen, dass das verwendete Tubulin intakt, d.h. voll polymerisationsfähig, war, 
wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen von dem in Versuch eingesetzten Material 
gemacht (Abb. 35, A). Die Ergebnisse dieser Versuche zeigten, dass es keine Bindung von 




Abbildung 35. Cosedimentation von Plectin-Proteinfragmenten mit Tubulin-Ringen. 
Um die Interaktion mit Tubulin Protofilamenten zu testen, wurden Cosedimentationen von Plectin-Isoformen 
und Tubulin-Ringen durchgeführt. (A) Um sicherzustellen, dass die Cosedimentation tatsächlich mit Tubulin 
Ringen  durchgeführt wurde, wurde das vermeintlich Tubulin-Ringe enthaltende Material vor der 
Cosedimentation mittels Elektronenmikroskopie überprüft. Deutlich waren Tubulin Ringe zu erkennen. Balken: 
500 nm. (B) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-7, Kontrollen; Spuren 8-11, Cosedimentationen. 
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In einem weiteren Experiment sollte versucht werden, stabile MT mittels 
Kältedepolymerisation teilweise zu Protofilamenten zu depolymerisieren. Zu diesem Zweck 
wurde das zu Mikrotubuli polymerisierte Tubulin bei 4° C für eine Stunde inkubiert. Auf 
diese Weise sollte eine Vielzahl verschiedener Tubulin-Strukturen in dem für die Cosedi-
mentation eingesetzten Tubulinmaterial geschaffen werden. Auch hier konnte keine 
Interaktion des Plectins mit Tubulinpolymeren beobachtet werden (Abbildung 35). In einem 
letzten Experiment sollte die Cosedimentation mit Zink-Blättern geprüft werden. 
 
Hier ergab sich jedoch das Problem, dass das von uns verwendete Tubulin in GTP 
hältigem Puffer gelagert wurde und für die Ausbildung von Zink-Blättern ein GDP Puffer 
benötigt wurde. Wie sich herausstellte war es nicht möglich, das Tubulin mittels Bio Rad 
Microspin collums umzupuffern, ohne eine erhebliche Menge and Ausgangsmaterial zu 
verlieren, da das Tubulin dabei aggregierte. Um das Experiment mit den Zink-Blättern 
durchzuführen, wäre es nötig gewesen Tubulin erneut aus Schweinehirnen zu isolieren. Da 
jedoch dieses Material für die restlichen Experimente nicht geeignet gewesen wäre, wurde 




Abbildung 36. Cosedimentation verschiedener Plectin-ABD Fragmente mit Tubulin. 
Cosedimentation von Tubulin mit Plectin Fragment 1c-8 im molaren Verhältnis 1:3 
Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-5, Kontrollen; Spalten 6 und 7, Cosedimentation. Proben der Pellet- (P) 
und Überstand- (S) Fraktionen wurden elektrophoretisch auf SDS-10% PA-Gelen aufgetrennt und mit 
Coomassie Brilliant Blau gefärbt.  
 
 
Alternatives RNA-Splicing in neuronalen Geweben generiert eine Plectin-
Isoform 1c-spezifische ABD mit MT-Bindungseigenschaften. 
 
RNAse Protektionsanalysen in neuronalen Geweben hatten gezeigt, dass exklusiv in 
neuronalen Geweben durch alternatives Spleißen eine Plectin 1c-Isoform generiert wird, 
deren ABD 2 zusätzliche kurze AS-Sequenzen enthält, welche von den Plectin-Exons 2α und 
3α codiert werden (Fuchs et al., 1999). Ein Proteinfragment, welches von den Plectin-Exons 
1c-8 kodiert wird und die von den Exons 2α und 3α kodierten Exons beinhaltete [P1c-
8(2α3α)], wurde rekombinant hergestellt, um die Cosedimentationseigenschaften eines dieser 
Isoformvariante entsprechenden Fragments, im Vergleich zu denen von P1c-8 und P1a-8 
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(jeweils ohne 2α, 3α) zu untersuchen. Wie sich herausstellte, zeigte P1c-8(2α3α) eine 
deutlich stärkere Cosedimentation mit MT (48% des Proteins waren in der Pellet Fraktion zu 
finden), als dasselbe Proteinfragment ohne die Exon 2α- und 3α- kodierten Sequenzen (P1c-
8), bei denen nur 15% des Proteins in der Pellet Fraktion zu finden waren. Auch P1a-8 
cosedimentierte deutlich schlechter als P1c-8(2α3α) (31% des Proteins waren in der Pellet 
Fraktion zu finden) (Abb. 37, B). Von diesen Resultaten konnte abgeleitet werden, dass die 
von den Exons 2α- und 3α- kodierten Sequenzen in Kombination mit der Exon 1c-kodierten 
Sequenz zu Ausbildung einer optimalen MT-Bindungsdomäne führten.  
 
In einem weiteren Experiment wurde getestet, ob die Exon 2α− und 3α-kodierten 
Sequenzen alleine die Bindung der Plectin ABD an MT modulieren können, oder ob die 
Plectin Exon 1c-kodierte Sequenz ebenfalls benötigt wird. Zu diesem Zweck wurden die 
Cosedimentationseigenschaften der rekombinant hergestellten Proteinfragmenten P1c-
8(2α3α) und P2-8(2α3α) miteinander verglichen. Wie in Abb. 38 zu erkennen ist, zeigte 
Plectin Protein Fragment P1c-8(2α3α) eine stärkere Bindung mit MT (43% des Proteins 
waren in der Pellet Fraktion zu finden), als P2-8(2α3α), welches keine Exon 1c-codierte 
Sequenz enthielt und bei dem nur 35% des Proteins in der Pellet Fraktion zu finden waren. 
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Abbildung 37. Cosedimentation von unterschiedlichen Plectin-Proteinfragmenten mit MT. 
Die Plectin-Proteinfragmente P1c-8, P1c-8(2α3α), P1a-8 wurden mit Tubulin im molaren Verhältnis 1:10 auf 
Cosedimentation getestet. (A) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-9, Kontrollen. (B) Spur 1, Proteinstandard 
(M); Spuren 2-7, Cosedimentationen. Proben der Pellet (P) Überstand (S) Fraktionen wurden elektrophoretisch 
auf  SDS-10% PA-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blau gefärbt. Die Gele wurden gescannt und 
densitometrisch ausgewertet (C). 
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Abbildung 38. Cosedimentation unterschiedlicher Plectin-Proteinfragmente mit MT 
Die Plectin Isoform ABD Proteinfragmente 1c-8(2α3α) und 2-8(2α3α) wurden mit Tubulin im molaren 
Verhältnis 1:10 auf Cosedimentation getestet. (A) Spur 1, Proteinstandard (M); Spuren 2-7, Kontrollen. (B) Spur 
1, Proteinstandard (M); Spuren 2-5, Cosedimentationen. Proben der Pellet (P) Überstand (S) Fraktionen wurden 
elektrophoretisch auf  SDS-10% PA-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie Brilliant Blau gefärbt. Die Gele 
wurden gescannt und densitometrisch ausgewertet (C). 
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Zusammengefasst konnte mit den Cosedimentationsexperimenten gezeigt werden, 
dass nur die Kombination von Aminosäure-Sequenzen, welche von den Plectin Exons 1c, 2α 
und 3α codiert werden, optimale Bindung der Plectin ABD an MT vermitteln. Alle 
Cosedimentationsdaten sind statistisch ausgewertet in Abb. 39 dargestellt. Ein direkter 
Vergleich der einzelnen Cosedimentationen zeigt sehr anschaulich, dass das Vorhandensein 
von Exon 1c mit den Sequenzen der Exons 2α- und 3α- zusammen zu einer sichtbaren 




Abbildung 39. Vergleich der Interaktion verschiedener Plectin Fragmente mittels densitometrischer 
Auswertung von PA-Gelen. 
In allen Diagrammen repräsentiert der grüne Balken den Überstand (S) und der blassgrüne Balken das Pellet (P) 
der Kontrollen (ohne MT). Der gelbe Balken repräsentiert den Überstand (S) und der blaue Balken das Pellet (P) 
der Cosedimentation (mit MT). (A) P1a-8. (B) P1c-8. (C) P2-8. (D) P1c-8(2α3α). (E) P2-8(2α3α). Mittelwerte 
± dem Standardfehler werden gezeigt.  n: Anzahl d. Experimente. 
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 4. Diskussion 
 
Auch die Diskussion dieser Arbeit teilt sich durch die Aufgabenstellung in zwei Teile. In 
Kapitel 4.1 werden die Ergebnisse zur Lokalisation von Plectin 1c in Melanocyten diskutiert, 
während in Abschnitt 4.2 die Plectin 1c-MT Interaktion abgehandelt wird. 
4.1. Subzelluläre Lokalisation von Plectin 1c in Melanocyten 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in B16F10 Melanomazellen Plectin 1c 
zwar vorwiegend mit Actin-Strukturen colokalisiert, sehr wohl aber auch mit MT assoziiert 
ist. Wie bereits in früheren Arbeiten gezeigt worden war, konnte eine Colokalisation von 
Plectin 1c mit MT sowohl in Keratinocyten (Andrä et al., 2003), als auch in murinen 
Neuroblastom Zellen (N2A) (G. Walko, nicht publizierte Daten) beobachtet werden. Des 
Weiteren war eine Cosedimentation von endogenem Plectin 1c mit MT aus Maus- und 
Schweinegehirn, N2A-Zellen und Keratinocyten nachgewiesen worden (G. Walko, nicht 
publizierte Daten). 
 
Besonders auffällig ist, dass Plectin 1c unter pro-melanogenen Kulturbedingungen in 
die stark verästelten Dentritenspitzen der B16F10 Zellen transportiert wird, wo es mit Myosin 
Va colokalisiert, jedoch kein Tubulin mehr nachzuweisen ist. Dieses Verhalten ist für uns 
besonders deshalb von Bedeutung, weil an diesen Dentritenspitzen in weiterer Folge der 
Export der Melanosomen in die benachbarten Keratinocyten stattfindet (ein nach wie vor 
nicht vollständig aufgeklärter Prozess). Vor allem aber ist es deshalb interessant, weil an der 
Zellperipherie der Wechsel von tubulinabhängigem- auf aktinabhängigen Transport erfolgt. 
Besonders im Licht des zweiten Teils der Arbeit, der sich mit der Plectin 1c-MT Interaktion 
befasst, ist dieses Verhalten von Interesse.  
 
Der Prozess des interzellulären Transports von Melanosomen aus den 
Melanocytendentriten in die benachbarten Keratinocyten ist bis heute nicht restlos aufgeklärt 
(Wasmeier et al., 2008). Auch bei diesem Prozess besteht die Möglichkeit einer Beteiligung von 
Plectin. 
Interaktion von Plectin 1c mit Melanosomen 
 
Mittels Immunofluoreszenz Mikroskopie konnte, wie bereits oben erwähnt, gezeigt 
werden, dass es in B16F10 Zellen unter pro-melanogenen Kulturbedingungen zu einer 
Reorganisation der Verteilung von Plectin kommt. Unter pro-melanogenen Bedingungen 
wurden sowohl das Melanosomen-assoziierte Motorprotein Myosin Va, als auch Plectin in 
den dentritischen Fortsätzen der Zellen angereichert. Zusätzlich konnte mittels subzellulärer 
Fraktionierung gezeigt werden, dass zusammen mit den Melanosomen der B16F10 Zellen 
Myosin Va und Plectin aufgereinigt werden kann. Auch wenn beide Methoden keinen 
direkten Nachweis erbringen können, dass es eine direkte Interaktion zwischen Plectin und 
Myosin Va bzw. Melanosomen gibt, so zeigen die Ergebnisse doch, dass es zu einem 
gemeinsamen räumlichen Auftreten der einzelnen Komponenten kommt. Aus den Daten, die 
in dieser Arbeit gewonnen wurden, könnte folgendes Modell bezüglich der Rolle von Plectin 
1c im Melanosomentransport vorgeschlagen werden: Plectin 1c, das vermutlich eine Rolle im 
Melanosomentransport entlang des Actin/MT Cytoskeletts spielt, wird unter pro-melanogenen 
Kulturbedingungen zusammen mit Myosin Va in den Dentritenspitzen angereichert, wo es als 
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Modulator der Cytoarchitektur des Actincytoskeletts eine Rolle beim Export von Melano-





Wie bereits zuvor angemerkt wurde, interagiert Plectin 1c in verschiedenen 
Zellen/Geweben mit MT. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Plectin 1c 
Expression in B16F10 Melanomazellen unter verschiedenen Kulturbedingungen unter-
schiedlich reguliert wird und dass vor allem unter pro-melanogenen Kulturbedingungen die 
Plectin 1c Expression stark erhöht ist.  
 
Drei MT-Bindungsdomänen sind für Proteine der Plakin-Familie beschrieben worden. 
 
I. Die so genannte GAS-Sequenz stellt eine funktionelle MT Interaktionsdomäne 
dar. Diese kommt allerdings nur in den verschiedenen Isoformen von BPAG1 und 
ACF7 vor, nicht aber in Plectin. 
II. Für die so genannte M1 Domäne von ACF7 und BPAG1 konnte zwar Interaktion 
mit MT nachgewiesen werden, allerdings nur mit rekombinant hergestellten 
Proteinfragmenten, welche nur die M1 Domäne beinhalteten. Größere 
Proteinfragmente der M1 Domäne mit den die M1 Domäne umgebenden 
Sequenzen zeigten keine Interaktion mit MT (Sun et al., 2000). 
III. Für die C-Terminalen GSR-Repeats, welche in BPAG1, ACF7 und Plectin 
vorkommen, war gezeigt worden, dass sie bei Transfektion in Cos7 Zellen MT 
dekorieren und sogar bündeln können (Sun et al., 2000), was auf eine direkte MT-
Bindung hinweist. Allerdings zeigte sich bei Wiederholung desselben 
Experiments mit einem ähnlichen C-terminalen Plectinfragment keine Dekoration 
von MT (G. Walko, nicht publizierte Daten). Die ursprünglichen Daten von Sun et 
al. sind daher in Frage zu stellen. 
 
Da diese drei Domänen im Falle von Plectin nicht für die Interaktion mit MT 
verantwortlich sind, könnten die Daten, die im Zuge dieser Arbeit beziehungsweise in 
vorangegangenen Arbeiten dieser Gruppe generiert wurden, eine Erklärung für diese 
Interaktion liefern. Die Sequenzhomologie zwischen der von Plectin Isoform 1c-codierten 
Sequenz und den MT-Bindungsdomänen von MAPs (siehe Abb. 30) wurde als ein Indiz für 
die mögliche Interaktion von Plectin 1c mit MT genommen. Betrachtet man die Daten aus den 
Cosedimentationsexperimenten, kann man jedoch feststellen, dass die von Plectin Exon 1c 
kodierte Sequenz nicht ausreicht, um eine nennenswerte Assoziation der Plectin ABD mit MT 
zu bewirken. Betrachtet man die MT Bindungsstellen von MAPs der MAP2/Tau Familie fällt 
auf, dass diese mehrere Wiederholungen der in Abb. 30 gezeigten Sequenz tragen. Dies 
könnte ein Hinweis darauf sein, dass Plectin 1c, das nur eine einzige solche Sequenz besitzt, 
als Oligomer vorliegen muss, um eine stabile MT Interaktion auszulösen. Weiters fehlt der 
Plectin 1c-kodierten Sequenz  ein wichtiger Serin-Rest in den konservierten KXGS MT-
Bindungs Wiederholungen, welcher z.B. in MAP2c für die Regulierung der MT-
Bindungsaktivität benötigt wird (Ozer und Halpain, 2000).  
 
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass zwei zusätzliche Exons, die ausschließlich in 
neuronalen Geweben exprimiert werden, den Effekt der Exon 1c-kodierten Sequenz auf die 
MT Assoziation erheblich verstärken. Die in dieser Arbeit generierten Daten belegen, dass die 
Exons 2α und 3α zusammen mit Exon 1c eine funktionelle Mikrotubulibindungsdomäne 
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ausbilden. Dies könnte ein Mechanismus zum „fine-tuning“ der Assoziation von Plectin mit 
dem Cytoskelett in neuronalen Geweben sein. In diesen Geweben wird durch das Zusammen-
spleißen der drei Exons in die Plectin ABD eine MT Bindungsdomäne erzeugt, die es Plectin 
in diesen MT-reichen Geweben ermöglicht, mit MT zu interagieren. 
 
Cosedimentation von Plectin-Isoform 1c Proteinfragmenten mit MT war in unserer 
Arbeitsgruppe schon früher gezeigt worden (L. Janda, nicht publizierte Daten). Bei der 
Untersuchung unter dem Elektronenmikroskop waren damals aber keine MT zu sehen 
gewesen, sondern stattdessen dichte, „Zink-Sheet“ ähnliche Tubulin-Strukturen. Diese Daten 
waren der Grund, warum in dieser Arbeit sowohl Tubulin-Protofilamente als auch MT-
Abbauprodukte auf ihre Bindungsfähigkeit mit rekombinant hergestellten Plectin ABD 
Fragmenten untersucht wurden. Wie jedoch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, zeigt kein 
Plectin-ABD-Fragment Cosedimentation mit anderen Tubulin-Strukturen, als vollständig 
auspolymerisierten MT. Durch die Fähigkeit, mittels gewebsspezifischem alternativen 
Spleißen eine N-terminale MT-Bindungsdomäne auszubilden, entsteht im Bereich der ABD 
der Plectin-Isoform 1c eine Domäne mit zwei Bindungseigenschaften, nämlich sowohl MT-, 
als auch Actinbindung. In weiterer Folge wäre es interessant zu prüfen, welche Interaktion 
dieser Domäne stärker ist, und somit in neuronalen Geweben häufiger zu beobachten. Da 
jedoch in Neuronen vor allem in den Axonen große Mengen an MT und Neurofilamenten 
vorkommen (Hirokawa et al., 1988), wäre es möglich, dass die Generierung einer MT-
Bindungsdomäne am Plectin N-Terminus durch alternatives Spleißen einen „fine-tuning“-
Prozess in neuronalen Geweben darstellt, um einen MT/Neurofilament „crosslinker“ zu 
erzeugen. Ein vergleichbares Beispiel für ein Protein mit der Fähigkeit sowohl an MT, als 
auch an Actinfilamente zu binden, welche durch die selbe Domäne vermittelt werden, ist 
MAP2c, bei dem es in Abhängigkeit von Phosphorylierung eines Serin-Rests in seiner MT-
Bindungsdomäne zur Interaktion mit MT oder Actinfilamenten kommt (Ozer und Halpain, 
2000). 
 
Abbildung 40 zeigt ein mögliches Modell für die MT-Plectin 1c Interaktion in 
neuronalen Geweben. Die Exon 1c-, 2α-, und 3α-kodierten Sequenzen vermitteln direkte 
MT-Interaktion, während die SH3-Domäne in Plectins Plakin-Domäne zusätzlich die MT-
Interaktion via MAPs vermittelt. 
 
Abbildung 40. Mögliches Modell der MT – Plectin 1c Interaktion in neuronalen Geweben. 
Ein mögliches Modell der MT-Plectin 1c Interaktion, basierend auf den in unserer Arbeitsgruppe gewonnenen 
Daten. Die Plectin-Isoform 1c kann mittels ihrer ABD direkt MT Bindung vermitteln, während die Plakin 
Domäne von Plectin über Interaktion mit MAPs eine zusätzliche MT-Bindung eingeht. 
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 5. Zusammenfassung 
 
Plectin ist ein >500kDa (Wiche, 1998) großes IF-assoziiertes Protein, welches in der Zelle als 
cytoskelettales Verknüpfungsprotein viele Funktionen erfüllt. Durch seine Multi-Domänen 
Struktur kann Plectin Intermediärfilamente mit Actinfilamenten, sowie MT verknüpfen. 
Durch alternatives Spleißen des N-Terminus kommt es zu einer gewebsspezifischen 
Expression der verschiedenen Plectin Isoformen. 
 
Im ersten Teil der Diplomarbeit sollte die subzelluläre Lokalisation der Plectin-Isoform 1c – 
in B16F10 und B16F1 Melanomazellen, sowie eine mögliche Assoziation dieser Plectin 
Isoform mit Melanosomen untersucht werden. Um die subzelluläre Verteilung von Plectin 1c 
zu beobachten, wurden B16F10 und B16F1 Zellen unter pro-migratorischen, pro-
melanogenen und normalen Kulturbedingungen kultiviert, anschließend fixiert und mittels 
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Diese Versuche zeigten, dass unter normalen 
Kulturbedingungen die Plectin-Isoform 1c vor allem mit Actinfilamenten, aber auch partiell 
mit MT colokalisiert. Unter Wachstumsbedingungen, die die Produktion von Melanosomen 
fördern (pro-melanogenen Kulturbedingungen), konnte eine Umverteilung von Plectin 1c an 
die Spitzen dentritischer Fortsätze beobachtet werden, wo es mit Myosin Va colokalisiert. Des 
Weiteren wurde unter diesen Kulturbedingungen eine Erhöhung der Proteinexpression der 
Plectin Isoform 1c beobachtet. Mittels subzellulärer Fraktionierung wurde gezeigt, dass 
Plectin 1c sich in der Melanosomen-Fraktion zusammen mit Myosin Va nachweisen lässt. 
Diese Daten weisen darauf hin, dass Plectin 1c in Melanocyten nicht nur als cytoskelettales 
Protein Intermediärfilamente mit Actin Filamenten und MT verknüpft, sondern auch eine 
Rolle im Melanosomentransport spielen könnte. 
 
Ein weiteres Ziel dieser Diplomarbeit war es, die Interaktion von Plectin 1c mit MT genauer 
zu untersuchen. Vor allem sollte hier der Einfluss der Exon 1c-kodierten Sequenz auf die 
Interaktion der Plectin-Isoform 1c mit MT analysiert werden. 
Vorangegangene Arbeiten hatten bereits gezeigt, dass die Plectin Exon 1c-kodierte Sequenz 
Homologie zu den MT-Bindungssequenzen von MT-assoziierten Proteinen der MAP2/Tau 
Proteinfamilie zeigt. Ausgehend von diesen Daten wurden biochemische Experimente durch-
geführt, um zu testen, ob die Anwesenheit der Exon 1c-kodierten Sequenz  die Interaktion der 
Plectin-Actin-Bindungsdomäne mit MT beeinflussen kann. Zu diesem Zweck wurden 
verschiedene rekombinant hergestellte Proteinfragmente der Plectin Actin-Bindungsdomäne 
(kodiert von den Plectin Exons 2-8) mit der Exons 1c-, bzw. der Exon 1a-kodierten Sequenz 
am N-Terminus, bzw. ohne diese erste Exon, in MT-Cosedimentations-experimenten 
miteinander verglichen. Da die Möglichkeit bestand, dass Plectin 1c eventuell auch mit 
Tubulin Protofilamenten interagieren könnte, wurde der Assemblierungszustand des Tubulins 
in den einzelnen Versuchen variiert. Diese Versuche zeigten, dass Plectin nur mit vollständig 
auspolymerisierten MT eine, wenngleich auch schwache, Interaktion zeigt, nicht jedoch unter 
Bedingungen die das Entstehen von Protofilamenten fördern. Weiters konnte gezeigt werden, 
dass die Präsenz sowohl der Exon 1c-, als auch der Exon 1a-kodierten Sequenz in der Actin-
Bindungsdomäne zwar zu einer etwas stärkeren MT-Cosedimentation führt, dass aber 
zwischen den beiden Proteinfragmenten fast kein Unterschied in der Effizienz der MT-
Cosedimentation zu beobachten ist. Allerdings fanden wir heraus, dass die Präsenz von zwei 
zusätzlichen kurzen Aminosäuresequenzen, welche ausschließlich in neuronalen Geweben 
durch alternatives Spleißen generiert werden, zusätzlich zur Exon 1c-kodierten Sequenz, die 
MT-Bindung der Plectin Actin-Bindungsdomäne deutlich verstärkt. Diese ausschließlich in 
neuronalem Gewebe erzeugte Kombination von Exons scheinen aus der Plectin ABD eine 
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funktionelle MT Bindungsdomäne zu machen und könnte somit eine Anpassung an das 
Cytoskelett von Neuronen (die reich an MT und Neurofilamenten sind) darstellen. 
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„Ich habe mich bemüht, sämtliche Inhaber der Bildrechte ausfindig zu machen und ihre 
Zustimmung zur Verwendung der Bilder in dieser Arbeit eingeholt. Sollte dennoch eine 
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cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat 
CH Calponin-Homologie 
DEB Dystrophische EB 
DMF Dimethylformamid 
EB Epidermolysis bullosa 
EBS Edermolysis bullosa simplex 
EBS-MD Edermolysis bullosa mit muskulärer Dystrophie 
EBS-PA Edermolysis bullosa mit Pylorus-Atresie 
EM Elektronenmikroskop 




HMW High Molecular Weight  
IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin 
IF Intermediärfilament(e) 
JEB Epidermolysis bullosa junctionalis 
LGF Großgranuläre Fraktion (large granular fraction) 
LMW Low Molecular Weight 
Ln1 Laminin 1 
MAPs Mikrotubuli assoziierte Proteine 
MSH Melanocyten-stimulierendes-Hormon 
MT Mikrotubuli 
MTOC Mikrotubuli organisierendes Zentrum (microtubule organizing center) 
NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 
PMA Phorbol 12-myristat 13-acetat 
PA PolyAcrylamid 
SDS Natrium-Lauryl-Sulfat (Sodium-Dodecyl-Sulfate) 
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